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12 DMNa  1,2 Dimetilnaftaleno 
14 DMNa  1,4 Dimetilnaftaleno 
1-5 DAN  1-5 diaminodifenilmetano 
16 DMNa  1,6 Dimetilnaftaleno 
1mfLN  1-Metilfluoreno 
1MNa  1- metilnaftaleno 
2,4 Di-6-P  2,4 dibutil-6- nitrofenol 
2,4,5 MTA  2,4,5 trimetilanilina 
2-4 TD4  2,4 diaminotolueno 
2-6 TDA  2,6 diaminotolueno 
26DMnA  2,6 Dimetilnaftaleno 
27 DiPNa  2,7 Disopropilnaftaleno 
2-Eac  2- etilhexilacetato 
2ITX  2- Isopropiltioxanona 
2Mant  2- metilantraceno 
2MNa  2- metilnaftaleno 
2-NAPH  2- Naftilamina 
3,5 M-O-M  3,5 Dimetil o- metiloxime 
3-3’ DCD  3-3 Diclorobenzidina 
4-4 MDA  4-4 Metilenodianilina. 
4-4’ DPE  4-4’ Diaminodifenileter 
4-4’ M (2Cl)  4-4’ metilen-bis-(2cloroanilina) 
4-4’ MBM  4-4’ Metilene-bis-(2-metilanilina) 
4-4’ TDA  4-4’ tiodianilina 
4-ABF  4 Aminobifenilo 
4-Cl-TOL  4- Cloro-o-toludina 
4ITX  4- Isopropiltioxanona 
4MBFN  4- Metilbenzofenona 
5-N-O-TOL  5 Nitro-O-toludina 
9Mant  9- metilantraceno 
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9-ODA  9 Octadecenamida 
ABC  Ácidos abieticos 
Ace  Acenafteno 
Acy  Acenaftileno 
IDA  Ingesta Diaria Admisible 
Adv-800  Advastab 800 
AG  Gas Auxiliar 
ANL  Anilina. 
Ant  Antraceno 
APCI  Ionización a Presión Atmosférica 
APEO  Nonilfenil Polietoxilado 
BaA  Benzoantraceno 
BADGE  2,2´-Bis(4-glicidiloxifenil)propano 
BADGE· 2H2O  2,2´-Bis[4-(2,3-dihidroxipropoxi)fenil]propano 
BADGE· 2HCl  2,2´-Bis[4-(3-cloro-2-hidroxipropoxi)fenil]propano 
BADGE· H2O  2-[4-(2,3-Dihidroxipropiloxi)fenil]-2-[4-
(glicidiloxi)fenil]propano 
BADGE· HCl  2-[4-(3-Cloro-2-hidroxipropiloxi)feni]-2-[4-
(glicidiloxi)fenil]propano 
BADGE·H2O·HCl 2-[4-(3-Cloro-2-hidroxipropiloxi)fenil]-2-[4-
(2,3dihidroxipropiloxi) fenil] propano 
BaP  Dibenzoantraceno 
bBf  Benzofluoroanteno 
BBP  Benzylbutyl ftalato 
BE  Biomonitoring equivalent 
BFDGE  Bisfenol F diglicidiléter 
BFN  Benzofenona 
BghiP  Benzoperileno 
BkF  Benzopireno 
BMEL  Ministerio Federal Alemán de alimentos y agricultura 
BNZ  bencidina 
BP  Butilparabeno 
BPA  Bisfenol A 
BPF  Bisfenol F 
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BPS  Bisfenol S 
BPs  Bisfenoles 
CCD  Diseño Central Compuesto 
CF-SPME  Microextracción en fase sólida con corriente de 
nitrógeno 
Ch-81  Chimassorb 81 
Chr  Criseno 
COP  Contaminante Orgánico Persistente 
CT  Temperatura del Capilar 
Cys UV12  Ciasorb UV12 
Cys UV24  Ciasorb UV24 
Cys UV5411  Ciasorb UV5411 
Cys UV9  Ciasorb UV9 
Cyx-2246  Cyanox 2246 
DAP  Dailil Ftalato 
DBEP  Di (2- butoxietil) Ftalato 
DBeP  DibenzilFtalato 
DBP  Dibutiloftalato 
DC  Corriente de Descarga 
DCHP  DiciclohexilFtalato 
DEHP  DietilhexilFtalato 
DEP  Ftalato dietílico 
DHP  DiheptilFtalato 
DHXP  DihexilFtalato 
DIBP  Di-iso-butil Ftalato 
DiDP  Di- isodecil Ftalato 
DIDP  Di-iso-decilglucósido Ftalato 
DiHP  Di-n- heptyl Ftalato 
DINP  Di-iso- nonil Ftalato 
DIPrp  Diisopropil Ftalato 
DI-SPME  Microextracción en Fase Sólida con Inmersión Directa 
DMEP  Di (2-metoxietil) Ftalto 
DMP  Dimetil Ftalato 
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DnBP  Ftalato de Di-n-butilo 
DNOP  Dioctil Ftalato 
DoE  Diseño de Experimentos 
DPhP  Difenil Ftalato 
DPP  Dipentil Ftalato 
EDB  2Etil-4 DimetilaminoBenzoato 
EE. UU.  Estados Unidos 
EFSA  Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. 
EI  impacto electrónico 
EP  Etilparabeno 
ESI  Ionización por Electrospray 
EuPIA  Asociación Europea de Tintas de Impresión 
FD  Frecuencia de detección. 
FID  Detector con Ionización en modo Llama 
Fln  Fluoreno 
Flt  Fluoroanteno 
FOSAs  perFluorOctanoSulfonAmidas 
FOSEs  perFluorOctanoEtanol Sulfonamidas 
FTOHs  Alcoholes FluoroTelomeros 
FUSLE  Extracción Sólido Liquido con Ultrasonidos 
GC  Cromatografía de Gases 
GC-MS/MS  Cromatografía Gaseosa con detección Masas Masas 
GPC  Cromatografía de Permeabilidad en Gel 
GP-MSE  Microjeringa de Purga de Gas 
HBM  Estudios de biomonitorización humana. 
HDPE  Polietileno de Alta Densidad. 
HE  1- Hexanol-2-Etil 
HS-SPME  Micro extracción en fase Sólida con Espacio de Cabeza 
HQ  Cociente de Riesgo 
I-1010  Irganox 1010 
I-1076  Irganox 1076 
I-1081  Irganox 1081 
I-1330  Irganox 1330 
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I-168  Irgafos 168 
IcdP  Indenopireno 
IDA  Ingesta Diaria Admisible 
IDE  Ingesta Diaria Estimada 
IDT  Ingesta Diaria Temporal 
LAC  Lactona Cíclica 
LAS  N2- dodecanoilarginina 
LC- HRMS  Cromatografía Liquida de Alta Resolución con detector 
Masas 
LC  Cromatografía Liquida 
LC-MS/MS  Cromatografía Liquida con detección Masas. 
LD  Limite de Detección 
LDPE  Polietileno de Baja Densidad. 
L-L  Extracción Liquido-Liquido 
LLDPE  Polietileno Lineal de Baja Densidad. 
LME  Limite de Migración Específica. 
LMG  Límite de Migración Global. 
LC  Limite de Cuantificación 
MCA  Materiales en Contacto con Alimentos 
MOAH  Mezclas Complejas de Hidrocarburos Insaturados 
MOSH  Mezclas Complejas de Hidrocarburos Saturados 
MP  MetilParabeno 
m-PDA  FenilenDiAmina 
MS/MS  Masas/Masas. 
Na  Naftaleno 
NIAS  Sustancias Añadidas de Forma No Intencionada 
NOAELs  “No observed adverse effect level”, dosis más alta, en 
la curva dosis respuesta, que no produce un efecto 
adverso observable. 
NP  NonilFenol 
o-AaT  o-AminoAzoTolueno 
o-ANS  o-Ansidina 
o-DANS  o- DiAnsidina 
OP  OctilFenol 
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o-TOL  o- Toludina 
o-TOLI  o- Tolidina 
PA  PoliAmida. 
PAAs  Aminas Aromáticas Primarias 
p-ABZ  p- AminoBenzeno 
PAEs  Ftalatos 
PAH’s  Hidrocarburos Aromáticos Policiclicos 
p-ANL  p- CloroAnilina 
PAPs  Esteres del Fosfato de Polifluoro Alquilo 
PBDE’s  Difenilos PoliBromados 
PC  PoliCarbonato. 
PCB’s  Difenilos PoliClorados 
p-CRS  p- CreSidina 
PCP  Productos para el cuidado personal 
PE  PoliEtileno. 
PET  PoliEtilenTereftalato. 
PFAs . PoliperFluoroAlquil acidos 
PFBA  Acido PerFloroButanoico 
PFBS  Acido PerFluoroButanoSulfonico 
PFCAs  PoliperFluoroalquil Acidos Carboxilados. 
PFCs  Compuestos PerFluorados 
PFDA  Acido PerFluoroDecanoico 
PFDoA  Acido PerFluoroDodecanoico 
PFDPA  Acido PerFluoroDecanoFosfonico 
PFHpA  Acico PerFluoroHeptanoico 
PFHxA  Acido PlerFluoroHexanoico 
PFHxPA  Acido PerFluoroHexanoFosfonico 
PFHxS  Acido PerFluoroHexanoSulfonico 
PFNA  Acido PerFluoroNonanoico 
PFOA  Acido PerFluoroOctanoico 
PFOPA  Acido PerFluoroOctanoFosfonico 
PFOS  PerfluoroOctano Sulfonato 
PFPA  Acido PerFluoroPropanoico 
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PFPeA  Acido PerFluoroPentanoico 
PFRS  Retardantes de llama fosforados. 
PFSAs  PoliperFluoroalquil Acidos Sulfonados. 
PFUnA  Acido PerFluoroUndecanoico 
Phe  Fenantraceno 
PLE  Extracción Líquida Presurizada 
PP  PropilParabeno 
PRP  PoliPropileno. 
PS  PoliEstireno. 
PVA  PoliVinilAcetato. 
PVC  PoliClourodeVinilo. 
Pyr  Pirreno 
QuEChERS  Extracción en Fase Sólida Dispersiva (Quick, Easy, 
Cheap, Effective, Rugged & Safe) 
QTOF  Analizador de tipo cuadrupolo (Q) y tiempo de vuelo 
(TOF). 
RASFF  Sistema de Alerta Rápido para Alimentos y Piensos 
Ref  Referencias 
SGP  Presión del Gas Envolvente. 
SIM  Monitorización Selectiva de Iones. 
S-L  Extracción Solido Liquido 
SV  Voltaje de Espray 
SPE  Extracción en Fase Sólida 
SPME  Micro extracción en Fase Sólida 
TDMM  Tensioactivo de Etoxilato 
TNPP  Tris (NonilFenil) Fosfato 
TNV 234  Tinuvin 234 
TNV 326  Tinuvin 326 
TNV 327  Tinuvin 327 
TNV 328  Tinuvin 328 
TOF  Tiempo de vuelo. 
UE  Unión Europea 
UHPLC  Cromatografía Liquida de ultra Alta Presión 
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UHPLC-HRMS  Cromatografía Líquida de ultra Ata Presión acoplada a 
espectrometría de masas de alta resolución. 
UV-400  Uvinul 400 
Uv-OB  Uvitex OB 




La presencia de contaminantes en los alimentos, y consecuentemente la exposición 
humana a los mismos, es uno de los problemas más relevantes en el ámbito de la seguridad 
alimentaria y la salud pública.  
En el campo alimentario, el uso de envases resulta imprescindible para proteger los 
alimentos y evitar su degradación. Actualmente, la migración de los contaminantes desde 
los materiales que conforman el envase a los alimentos es una de las mayores 
preocupaciones de las autoridades sanitarias. El Reglamento (CE) 1935/2004 regula los 
requisitos que deben cumplir todos los materiales y objetos (madera, vidrio, metal, 
cerámica, plástico, etc.) destinados a entrar en contacto directo o indirecto con los 
alimentos, así como su procedimiento de autorización, etiquetado y trazabilidad. El 
plástico es el material más utilizado en la industria alimentaria y son numerosas las 
sustancias asociadas a éste. El Reglamento (UE) 10/2011 describe la “Lista de la Unión” 
con más de 900 sustancias autorizadas en la fabricación de plásticos destinados a 
alimentos, con límites de migración específica establecidos para muchas de ellas. 
Esta tesis se ha centrado en los grupos de contaminantes orgánicos más relevantes y 
prioritarios, sobre los que en los últimos años ha habido mayor interés en su 
determinación, debido a los posibles problemas de salud que pueden causar a la 
población, especialmente en grupos vulnerables como los niños o las mujeres 
embarazadas. Estas sustancias son: aminas aromáticas primarias, bisfenoles A, F y S, 
bisfenol A éter diglicidil y compuestos relacionados, fotoiniciadores, compuestos 
perfluorados, ftalatos y sustancias añadidas de forma no intencionada. 
Esta Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el desarrollo de nuevas metodologías 
analíticas adecuadas para el análisis de contaminantes orgánicos procedentes de los 
materiales destinados a entrar en contacto con los alimentos, mediante la utilización de la 
cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de masas. Además, se ha utilizado la 
biomonitorización humana para evaluar la exposición y el riesgo de una población de 
mujeres lactantes a distintos contaminantes procedentes de envases plásticos. 
En la introducción de la tesis se ha realizado una revisión crítica del estado actual de las 
metodologías analíticas para la determinación de contaminantes derivados de los 
materiales. Los resultados de la tesis constan de cuatro capítulos, los tres primeros 
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orientados al desarrollo de nuevas estrategias analíticas para la determinación de los 
distintos grupos de contaminantes orgánicos procedentes de envases o utensilios en 
contacto con los alimentos, y el cuarto centrado en la evaluación de la exposición interna 
y el riesgo en una población de madres lactantes.  
En el primer capítulo se ha desarrollado una metodología analítica que combina el análisis 
cuantitativo de aminas aromáticas con un cribado amplio de contaminantes sospechosos, 
mediante el UHPLC-HRMS, aplicando el método optimizado y validado a 10 muestras 
de utensilios de poliamida. 
En el capítulo 2 se ha desarrollado una metodología analítica para la determinación 
cuantitativa de aminas aromáticas primarias y fotoiniciadores, y el análisis retrospectivo 
de contaminantes en diferentes tipos de envases alimentarios, mediante el uso del 
UHPLC-HRMS. Para ello, se ha desarrollado una base de datos de 87 compuestos y el 
método analítico validado se ha aplicado a 18 muestras procedentes de distintos envases. 
En el capítulo 3 se ha diseñado una estrategia analítica para la determinación cuantitativa 
de bisfenoles (BPA, BPF y BPS) y parabenos (MP, EP, PP y BP) en orinas, mediante LC-
MS/MS. 
En el cuarto capítulo se aplicó la metodología desarrollada en el capítulo 3 a un estudio 
de biomonitorización de bisfenoles y parabenos en una población de madres lactantes. Se 
analizaron un total de 103 muestras de orina. Mediante el uso de herramientas estadísticas 
se han estudiado los factores de influencia en los niveles de parabenos y bisfenoles. Se 
calcularon las ingestas diarias estimadas (IDE), los cocientes de riesgo (HQ) y márgenes 
de seguridad en función de los valores de referencia disponibles para cada compuesto. 
Esta serie de trabajos, tanto las metodologías analíticas desarrolladas como el estudio de 
evaluación del riesgo a la exposición de bisfenoles y parabenos, pueden ayudar para 
posibles normativas futuras en el uso y restricción de contaminantes orgánicos en los 
envases y/o utensilios destinados a alimentos.  
 
    
    




1.1. Materiales en contacto con los alimentos (MCA) 
1.1.1. MCA y Salud Pública 
La calidad y seguridad de los alimentos es una de las preocupaciones más importantes en 
el ámbito de la salud pública. Las posibilidades de contaminación de un alimento 
comienzan ya en la obtención y tratamiento de las materias primas (producción primaria) 
y continúan a lo largo de la cadena alimentaria hasta el momento de su consumo (WHO 
2002) (figura 1). Contaminantes como los plaguicidas pueden estar presentes en el 
alimento desde la recolección de las cosechas (producción primaria), mientras que 
sustancias como los hidrocarburos policíclicos aromáticos pueden formarse en el 
tratamiento culinario. 
Entre los contaminantes alimentarios destacan los procedentes de los materiales en 
contacto con los alimentos (MCA), que son todos aquellos artículos y/o materiales 
destinados a entrar en contacto con los mismos, ya sean materiales de envasado, máquinas 
de procesado o utensilios de cocina. Dentro de los materiales en contacto con los 
alimentos encontramos papel, cartón, madera, metal, vidrio, cerámica y plástico.  
Estos contaminantes se incorporan, en general, en las últimas etapas de la cadena, 
migrando fundamentalmente desde los envases durante la comercialización de los 
alimentos o desde los utensilios durante el cocinado en el hogar (WHO 2019). 
 
Figura 1. Ejemplos de contaminantes en las distintas etapas de la cadena alimentaria 
El uso de los envases resulta, en muchas ocasiones, imprescindible actualmente para 
proteger al alimento frente a fuentes externas de contaminación y para evitar el deterioro 
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o la degradación del mismo. Actualmente, una de las mayores preocupaciones tanto de la 
población, como de las autoridades competentes y de la industria alimentaria es la 
migración de los contaminantes desde los materiales que constituyen el envase (MCA) a 
los alimentos. En este contexto, la vigilancia y control por parte de las autoridades 
públicas se ha establecido mediante normativas nacionales e internacionales aplicables a 
todos los materiales que entran en contacto directo con los alimentos. En el ámbito 
europeo, el Reglamento 1935/2004/EC es el que regula los materiales y objetos 
destinados a entrar en contacto con los alimentos y trata de garantizar un alto nivel de 
protección de la salud en este ámbito. Esta normativa engloba los distintos materiales, 
tales como cerámicas, corcho, caucho, vidrio, plástico, metal, papel, silicona, lana, etc.  
El plástico es el MCA más utilizado debido a que presenta ventajas como su durabilidad, 
su flexibilidad y su bajo coste (Heidbreder et al 2019). La producción del plástico mundial 
ha aumentado en las últimas décadas, alcanzando 380 millones de toneladas en el año 
2015, de las cuales el 40% se utilizó para el envasado (Geyer et al 2017, PlasticsEurope 
2016). Es importante señalar que aproximadamente el 60% de todo el envasado plástico 
mundial se destina a alimentos y bebidas (PlasticsEurope 2018).  
En el ámbito de la Unión Europea, el consumo de plástico ha ido incrementándose, 
estimándose un consumo de 46.3 millones de toneladas en 2013 y 49 millones de 
toneladas en 2015 (Frölich 2014; PlasticsEurope 2016). España fue el cuarto país con 
mayor demanda de plásticos en 2015, consumiendo el 7.7 % del total europeo (Statista 
2018). Cabe señalar, que la industria del envasado es el sector con mayor demanda de 
plástico (40%) en Europa (PlasticsEurope 2018). 
Actualmente, el Reglamento 10/2011 es el que regula en la Unión Europea los materiales 
y objetos plásticos destinados a entrar en contacto con los alimentos. Esta norma, en su 
Anexo I, describe la “Lista de la Unión”, que es una lista positiva de monómeros y 
aditivos autorizados para utilizar en la fabricación de plásticos destinados a entrar en 
contacto con los alimentos. 
Son numerosas las sustancias asociadas a los materiales plásticos en contacto con los 
alimentos. Groh et al. (2019) presentan una lista de más de 900 compuestos entre los que 
se encuentran ftalatos, aminas o parabenos. En general, las sustancias añadidas no 
intencionadamente (NIAS) (Vera et al. 2018; Nerín et al. 2013), las aminas aromáticas 
primarias (PAAs) (Campanella et al. 2015; Favaro Perez et al. 2019), los fotoiniciadores 
(Dawidowick et al. 2019; Gallart-Ayala et al. 2011), bisfenoles A, F y S (BPA, BPF, BPS) 
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(Zhou et al. 2019; Park et al. 2018), los compuestos perfluorados (PFCs) (Zafeiraki et al. 
2014) y los ftalatos (García et al. 2019; Fierens et al. 2012) son los contaminantes más 
frecuentemente descritos en la literatura que migran desde los MCA plásticos hacia los 
alimentos (Sanchis et al. 2017). 
La población está expuesta a los contaminantes procedentes de los MCA 
fundamentalmente a través de la dieta. Gallart-Ayala et al. (2013) señaló que, 
determinados compuestos como los bisfenoles, derivados epóxidos y ftalatos, están 
presentes en alimentos enlatados, pescado, carne y zumos. La presencia de estos 
contaminantes en los alimentos y consecuentemente la exposición humana a los mismos, 
es uno de los problemas más relevantes en el ámbito de la salud pública (WHO 2019). La 
exposición repetida durante largos periodos de tiempo a estas sustancias puede tener 
efectos tóxicos importantes, con los consiguientes problemas de salud para la población 
general, y más concretamente para grupos de población vulnerables como son las mujeres 
embarazadas, las madres lactantes y la población infantil (Siracusa et al. 2018). Huang et 
al. (2017) describió la presencia de BPA en la orina de la población adulta en 30 países 
distintos, Lee et al. (2017) detectó bisfenoles (BPA) en orina de mujeres embarazadas. 
También se ha detectado BPA y parabenos en la leche materna (Dualde et al 2019; 
Schlumpf et al 2010). Arbuckle et al. (2014) detectó niveles de ftalatos en la orina de 
mujeres. Yusà et al. (2015) recopiló los métodos analíticos para la determinación de 
pesticidas en orina y sangre. La presencia de estos contaminantes en distintos fluidos 
biológicos confirma su presencia en el cuerpo humano y de ahí la importancia de 
investigar estas sustancias y su migración desde los MCA a los alimentos, y la 
consecuente exposición y riesgo para los humanos. 
1.1.2. Polímeros  
Los materiales plásticos son actualmente los más utilizados para el envasado y el contacto 
de alimentos. Este es el material en el que se va a centrar la presente tesis. 
 De acuerdo con el Reglamento (UE) nº 10/2011, el plástico se define como “polímero al 
que pueden haberse añadido aditivos, y que es capaz de funcionar como principal 
componente estructural de materiales y objetos finales”. Los polímeros son 
macromoléculas formadas por moléculas de más bajo peso molecular, llamadas 
monómeros, unidas por el proceso de polimerización (Demaid et al. 1996). En la 
formación de los plásticos intervienen además de los polímeros otros compuestos que se 
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adicionan intencionadamente como coadyuvantes del proceso de fabricación, destinados 
a conseguir determinados efectos en las propiedades técnicas del producto, aditivos como 
plastificantes, colorantes, retardantes de llama, estabilizantes, lubricantes… (Eyerer 
2010). 
Los plásticos se pueden clasificar de diversas maneras, atendiendo a su composición 
química (homopolímero y heteropolímero), estructura de las cadenas (lineal, ramificada), 
origen (natural, sintético), estructura molecular (cristalino, amorfo). Conforme su 
comportamiento frente al calor, se dividen en tres grandes grupos: 
• Termoplásticos: Material polimérico unido por fuerzas de Van der Waals 
que a altas temperaturas puede fundirse, permitiendo luego darle diversas 
formas. Se derrite cuando se calienta y se endurece cuando se enfría. Esta 
propiedad es de gran ayuda para el reciclaje de plásticos, ya que después 
de calentarse y moldearse pueden recalentarse y formar otros objetos. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que, si se funden y se moldean varias 
veces, sus propiedades físicas cambian gradualmente disminuyendo su 
posibilidad de reutilización. Como ejemplos de estos materiales tenemos 
el polietileno (PE), poliestireno (PS), poliamida (PA), polietilentereftalato 
(PET) , policloruro de vinilo (PVC) y policarbonato (PC) (Eyerer 2010, 
Anzano et al. 2008) 
• Termoestables: hacen referencia al conjunto de materiales formados por 
polímeros unidos mediante enlaces químicos adquiriendo una estructura 
final altamente reticulada. La estructura altamente reticulada que poseen 
los materiales termoestables es la responsable directa de las altas 
resistencias mecánicas y físicas que presentan dichos materiales 
comparados con los materiales termoplásticos y elastómeros. Por contra 
dicha estructura altamente reticulada es la que aporta una baja elasticidad, 
proporcionando a dichos materiales su característica fragilidad. Cómo 
ejemplos de estos materiales tenemos las resinas epoxi, siliconas y resinas 
poliéster (Eyerer 2010, Demaid et al. 1996). 
• Elastómeros: son sustancias poliméricas que poseen la particularidad de 
moldearse en gran medida sin que lleguen a la zona de deformación 
plástica. Los elastómeros están unidos formando grandes cadenas, las 
cuales son altamente flexibles, desordenadas y entrelazadas. Cuando son 
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estirados, las moléculas son llevadas a una alineación y con frecuencia 
toman el aspecto de una distribución cristalina, pero cuando se las deja de 
tensionar retornan espontáneamente a su desorden natural, un estado en 
que las moléculas están enredadas. Esta forma de volver a su estado natural 
de desorden distingue a los elastómeros de los polímeros termoestables, 
los cuales son duros y frágiles. Como ejemplos de estos materiales el 
poliisopreno o caucho natural, el polibutadieno, el poliisobutileno y los 
poliuretanos (Demaid et al. 1996, Eyerer 2010) 
Los termoplásticos son los más utilizados en la industria alimentaria para el envasado de 
los alimentos, así como para el recubrimiento en los materiales en contacto con los 
alimentos. De éstos, los materiales más habituales están detallados en la tabla. 
Tabla 1. Características de los principales termoplásticos  
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Ramificada con muchas 
ramificaciones largas. 
 
Se puede encontrar 
de translúcido a 
transparente. 
Adecuado para el 
contacto con 
alimentos, es el 
plástico más ligero y 
sensible al calor 
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bolsas, bolsas, 
cubiertas de cables, 
contenedores, 
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tanto como plástico 
como fibra. Fácil de 
colorear, no absorbe 
el agua. 
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PET: polietilentereftalato, HDPE: polietileno de alta densidad, LDPE: polietileno de baja densidad, PVC: policloruro de 
vinilo, PRP: polipropileno, PS: poliestireno. Símbolo ∆ : código del etiquetado. 
Polietileno tereftalato (PET) 
Es un poliéster formado por la reacción del ácido Tereftálico con el etileno glicol. Debido 
su estabilidad a un amplio rango de temperaturas (temperaturas negativas y de cocción), 
elasticidad, resistencia química y ligereza, lo convierten en un excelente material para la 
industria alimentaria. Ha sido y es ampliamente utilizado para el envasado de agua, 
zumos, bebidas carbonatadas y aceites (Wypych 2012). 
Polietileno (PE)  
Polímero obtenido mediante la polimerización de alquenos, debido a la polimerización 
por adición del monómero etileno (Nerín 2016, Eyerer 2010). Atendiendo a su densidad 
existen dos tipos de polietileno, el polietileno de baja densidad (LDPE) y el polietileno 
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de alta densidad (HDPE). El LDPE es uno de los polímeros más usados en la industria 
alimentaria, por su versatilidad y precio, así como por sus propiedades técnicas: 
flexibilidad y buena resistencia térmica y es una barrera eficaz al agua y al vapor, 
fácilmente utilizable cómo recubrimiento (Anzano, Lasheras et al. 2008). Ejemplos de 
materiales compuestos por este tipo de polietileno son: botellas para agua de consumo, 
botellas compresibles para pulverizar fármacos, envase alimentario, laminaciones, 
película para forro, película encogible y estirable, aislante para cables y conductores, 
película para invernadero, tubería de riego y sistemas de irrigación (Alnaimi et al. 2007, 
Wypych 2012). 
Existe también el polietileno linear de baja densidad (LLDPE) que es un copolímero con 
densidad similar al LDPE pero obtenido a presiones y temperaturas bajas por un proceso 
catalítico formando una cadena polimérica con un gran número de ramificaciones de 
pequeña extensión (Alnaimi et al. 2007). Como ejemplos de este tipo de material tenemos 
bolsas para pañal, costales para productos a granel, costales de uso pesado, bolsa de 
basura, películas estirables, geomembranas y película para envase. 
Por último, el HDPE (polietileno de alta densidad) posee mayor densidad y grado de 
cristalinidad que el LDPE debido a la menor extensión de sus ramificaciones. Se obtiene 
por un proceso de polimerización similar al del LLDPE y posee gran resistencia tanto 
física como química lo que le permite hacer un buen efecto barrera y además tiene el 
punto de fusión muy elevado. Como ejemplos de productos de este tipo de material están 
bolsas para mercancía, bolsas para basura, botellas para leche y yogurt, cajas para 
transporte de botellas, envases para productos químicos, envases para jardinería, 
detergentes y limpiadores, frascos para productos cosméticos y capilares, recubrimientos 
de sobres para correo, sacos para comestibles, aislante de cable y alambre, contenedores 
de gasolina, entre otros (Papkov 1982, Wypych 2012). 
Polipropileno (PRP)  
Polímero muy utilizado en la industria alimentaria por su baja densidad y su alto punto 
de fusión (160º), lo que permite la fabricación de materiales que se van a someter a 
lavavajillas o microondas. Tiene una buena resistencia química y física (Anzano et al. 
2008, Eyerer 2010, Wypych 2012). Como ejemplos de productos están los envases 
alimentarios aptos para microondas y envases para transporte de alimentos. 
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Poliestireno (PS) 
El poliestireno es un polímero con buena resistencia a la fatiga, buen aislante y de color 
transparente por lo que es de gran uso en los materiales en contacto con alimentos tanto 
en envases como en utensilios de cocina. Existe también el poliestireno de alto impacto, 
que es un copolímero que resulta de la adición de butadieno aumentando su resistencia al 
impacto, y el poliestireno expandido y extruido que se caracteriza por tener gas en su 
estructura y por la consecuente baja densidad, generalmente utilizado en productos 
frágiles y cómo aislante (Wypych 2012). 
1.1.3. Interacciones material-alimento 
Los alimentos constituyen un sistema complejo, el cual está sujeto a una gran variedad de 
procesos químicos. Por esta razón el alimento no es un medio estable, sino que 
interacciona con su entorno, constituido en muchos casos por los materiales con los que 
está en contacto. La interacción entre el entorno y el alimento comprende tres tipos de 
fenómenos de transporte de materia: permeación, sorción y migración (figura 2). 
(Campos 2017). 
a) La permeación es un proceso de transporte de materia del entorno al alimento y 
viceversa. Las sustancias implicadas en este proceso son fundamentalmente gases 
o aromas. La fuerza impulsora de este proceso es una diferencia en el gradiente 
de concentración de la sustancia. 
b) La sorción es la transferencia de materia desde el alimento o el entorno externo 
hacia el material en contacto con el alimento. De esta manera se distinguen dos 
procesos de sorción: a) La adsorción, que es un proceso por el que átomos, iones 
o moléculas de gases, líquidos o sólidos disueltos son atrapados o retenidos en 
una superficie, la cual tiene lugar entre la superficie del envase alimentario y el 
entorno (ambiente externo), y b) La absorción en la cual la sustancia migrante se 
adhiere desde la matriz alimentaria al envase aumentando su volumen. La 
absorción es un problema relacionado con una pérdida de calidad organoléptica, 
ya que sustancias tales como aromas presentes en el alimento, pueden quedar 
retenidas en el material de envasado. 
c) El último fenómeno de transporte, en el que se centra la tesis corresponde a la 
migración, que se define como la transferencia de materia desde el material en 
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contacto con alimento hacia el alimento. Este proceso es muy irregular y depende 
de distintos factores como la temperatura, el tiempo, la porosidad, etc 
(Arvanitoyannis et al. 2004). La migración conlleva peligros toxicológicos debido 
a la transferencia de determinados compuestos, como aminas, fenoles, 













Figura 2. Fenómenos de transporte entre el envase, el alimento y el entorno 
1.1.4. Migración desde materiales plásticos 
El proceso de migración ocurre en tres etapas interrelacionadas, las cuales se detallan a 
continuación. 
1. La primera de ellas es la difusión del migrante en la matriz polimérica. Este es un 
proceso en el cual los aditivos u otras sustancias capaces de migrar (monómeros, 
productos de transformación), experimentan un movimiento browniano dentro de 
la matriz polimérica obedeciendo a las leyes de difusión de materia de Fick 
(Anzano et al. 2008). 
2. La segunda etapa de la migración se produce en la interfase entre el alimento y el 
envase; en este proceso el migrante se solubiliza en el alimento y pasa a éste. La 
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del compuesto migrante en el alimento, ya que una gran solubilidad del migrante 
implica una mejor solubilización y mayor difusión.  
3. La tercera etapa del proceso de difusión corresponde a la dispersión del compuesto 
migrante en el alimento. En el caso de que el alimento sea un sólido o un líquido 
muy viscoso el proceso de migración obedece las leyes de transferencia de materia 
de Fick, mientras que en alimentos líquidos poco viscosos, el migrante se 
encuentra, generalmente, en una concentración bastante homogénea en todo el 
producto, y debido a la baja resistencia que ofrece el alimento, al ser poco o nada 
viscoso, el migrante ve favorecida su difusión (Navia et al. 2014, Nerín 2016) 
En el proceso de migración influyen, además, varios factores: 
• La concentración de migrante, ya que la migración de un componente es un 
proceso directamente proporcional a la concentración de este en el alimento, y 
por lo tanto cuanto mayor es la diferencia de concentraciones mayor es la 
cantidad de migrante que se transfiere al alimento. 
• Las condiciones de temperatura, ya que generalmente a mayor temperatura 
mayor es la migración. 
•  El tiempo, puesto que un mayor tiempo de contacto favorece el proceso de 
migración. 
•  La superficie del material de envasado, ya que a mayor superficie hay más área 
de contacto entre el alimento y el envase, por tanto, se incrementa la migración. 
•  Las características químicas del migrante (polaridad, peso molecular…). 
•  Las vibraciones mecánicas en el material de envasado que facilitan el proceso de 
migración. 
Migración global y específica 
Para caracterizar el fenómeno de la migración, se utilizan los conceptos de migración 
global, que se refiere a la suma de todos los componentes del envase que se transfieren al 
alimento, y por otra de migración específica, que representa la cantidad de una sustancia 
concreta que se transfiere al alimento bajo ciertas condiciones. Ambas migraciones están 
sujetas a normativas y se evalúan a través de simulantes. 
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Un simulante es un producto que imita el comportamiento de un alimento o grupo de 
alimentos. Dada la complejidad de los productos alimenticios y la variedad de 
condiciones que surgen del contacto con los plásticos, se han establecido oficialmente 
diferentes simulantes que se pueden utilizar en la determinación de migración en 
alimentos (ver tabla 2). 
Estos simulantes representan al alimento con el que va a entrar en contacto el material, y 
sobre ellos se realiza el ensayo de migración en las condiciones de temperatura y tiempo 
que vienen reguladas por el Reglamento 10/2011 (tablas 3 y 4). Dicho ensayo, se realiza 
considerando las peores condiciones en las que el alimento puede entrar en contacto con 
el material. 
Tabla 2. Simulantes alimentarios según el Reglamento 10/2011 
Simulante/Composición Tipo Alimento Especificaciones del alimento 
A / Etanol 10%(v/v) 
Alimentos con carácter 
hidrofílico capaces de extraer 
sustancias hidrofílicas 
- 
B/Ácido acético 3%(v/v) pH < 4.5 
C/ Etanol 20%(v/v) 
Alimentos con contenido de alcohol 
hasta un 20% y para alimentos con 
cantidad importante de ingredientes 
orgánicos que lo hagan lipofílico 
D1/ Etanol 50%(v/v) 
Alimentos con carácter 
lipofílico y capaces de extraer 
sustancias lipofílicas 
Alimentos con grado alcohólico 
superior al 20% y para emulsiones 
acuosas de aceite. 
D2(*) / Aceite vegetal 
Alimentos con grasas libres en la 
superficie 
E / Poli(óxido de 2,6- difenil-p- 
Fenileno) 
Alimentos secos - 
(*) En alimentos descritos como “Bebidas-Diversos: alcohol etílico sin desnaturalizar”), el aceite vegetal se sustituye 
por etanol 95%. Según Reglamento 10/2011. 
Tabla 3. Tiempos de contacto para materiales destinados al contacto con alimentos 
Tiempo de contacto Duración del ensayo 
t ≤ 5 min 5 min 
5 min < t ≤ 0.5h 0.5 h 
0.5 h < t ≤ 1h 1h 
1h < t ≤ 2h 2h 
2h < t ≤ 6h 6 h 
6h < t ≤ 24h 24 h 
YOVANA SANCHIS BOIX 
38 
Tiempo de contacto Duración del ensayo 
1 día < t ≤ 3 días 3 días 
3 días <t ≤ 30 días 10dias 




Tabla 4. Temperatura de ensayo según el uso de materiales destinados al contacto con alimentos 
Temperatura de uso del material Temperatura del ensayo 
T ≤5ºC 5 ºC 
5 ºC < T≤ 20ºC 20 ºC 
20º C < t ≤ 40º C 40 ºC 
40º C < t ≤ 70º C 70 ºC 
70º C < t ≤ 100º C 100º C o temperatura de reflujo 
100º C < t ≤ 121º C 121º C 
121º C < t ≤ 130º C 130 ºC 
130º C < t ≤ 150º C 150 ºC 
150º C < t ≤ 175º C 175º C 
>175 ºC Ver las condiciones específicas 
 
a) Migración global  
• En el Reglamento 10/2011 el límite de migración global (LMG) viene 
definido como la cantidad máxima permitida de sustancias no volátiles 
liberada desde un material u objeto en simulantes alimentarios. Los 
materiales y objetos plásticos en contacto con los alimentos no cederán sus 
constituyentes a los simulantes alimentarios en cantidades que superen los 
10 miligramos de constituyentes liberados por decímetro cuadrado de 
superficie de contacto (mg/dm2). 
• Para los envases de productos específicos para niños y lactantes se 
establece en el reglamento que los materiales no cederán a los simulantes 
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alimentarios cantidades que superen 60 miligramos de constituyentes 
liberados por kilogramos de simulante alimentario. 
• La migración global se determina por gravimetría y dependiendo de la 
matriz el simulante a utilizar será graso o acuoso. En el caso de simulante 
acuoso, pasado el tiempo de contacto, se recoge el simulante, se evapora 
lentamente hasta sequedad y se determina la masa del residuo seco. 
Conociendo el área de la superficie del material y la masa del residuo seco 
es posible calcular la migración global. 
• En el caso de que se utilice un simulante graso, el método es más complejo 
ya que no se puede evaporar el simulante, por lo que hay que conocer la 
masa del simulante antes y después del ensayo. Además, el simulante 
graso es parcialmente absorbido por el material plástico durante el ensayo, 
por lo que es necesario extraerlo y determinarlo posteriormente por 
gravimetría. 
b) Migración específica 
• El límite de migración específica (LME) se aplica a grupos de sustancias 
o sustancias individuales fijando la cantidad máxima que puede ser cedida 
al alimento o simulante; se expresa en mg de sustancia por kg de alimento. 
Se establece en base a estudios de ingesta diaria tolerable, partiendo del 
supuesto de que una persona de 60 kg consume 1 kg de alimento al día y 
que ese alimento contiene el nivel máximo permitido de esa sustancia. En 
el caso en el que no se establezca un límite de migración específica para 
determinadas sustancias, se aplicará el límite genérico de 60 mg/kg. 
• Para la determinación analítica del LME se recurre a simulantes 
alimentarios. El tipo de simulante a utilizar viene estipulado en el 
Reglamento 10/2011 tal como se indica en la tabla 2.  
1.1.5. Migración específica: contaminantes prioritarios 
Como se ha señalado, existen muchos compuestos que pueden migrar de los materiales a 
los alimentos. Esta tesis, se ha centrado en las familias de compuestos orgánicos más 
relevantes y prioritarios, sobre los que en los últimos años ha habido mayor interés en su 
análisis debido a los posibles problemas de salud que pueden causar en la población, 
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especialmente en niños. Estas sustancias son: aminas aromáticas primarias, bisfenol A, 
bisfenol A diglicidil éter y compuestos relacionados, fotoiniciadores, compuestos 
perfluorados, ftalatos y sustancias añadidas de forma no intencionada (Bach et al. 2012, 
Ballesteros et al. 2017, De Toni et al. 2017).  
Aminas aromáticas primarias (PAAs) 
Las aminas aromáticas primarias son sustancias muy reactivas por lo que se emplean en 
la fabricación de múltiples productos tales como tintas, textiles, poliuretanos, etc. Los 
poliuretanos utilizados en muchos casos como adhesivos en el proceso de curado de 
materiales aislantes para neveras o como conglomerantes de envases multicapa 
(fiambreras), pueden no reaccionar de forma completa (hidrólisis de isocianatos 
aromáticos) liberando aminas aromáticas primarias (Sanchis et al. 2015). También se 
forman por degradación de los grupos azoicos utilizados como colorantes en utensilios 
de cocina de nylon y otros materiales plásticos. Brede et al. (2003) identificaron los 
utensilios de poliamida como una fuente común de PAAs. En la Tabla 5 se encuentran 
las PAAs detectadas en MCA y los rangos de concentraciones halladas. 
Tabla 5. Niveles, procedencia y estructura de PAAs 





































et al. 2013) 
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Teniendo en cuenta que muchas aminas aromáticas son compuestos tóxicos clasificados 
como presuntos carcinógenos en humanos (Sanchis et al. 2015, Brede et al. 2003), el 
Reglamento 10/2011 establece que cualquier material plástico no liberará aminas 
primarias en cantidad detectable en alimentos o simulantes. El LME se fijó a 0,01 mg de 
sustancias por el kilogramo de alimento o simulante y se aplica a la suma de aminas 
aromáticas primarias (ANL, 2-4 TDA, 2-6 TDA, 4-4MDA, 1-5DAN, m-PDA, 3-3DCB y 
4-4’ DPE). En los últimos años el número de alertas alimentarias publicadas en el Sistema 
de Alerta Rápido para alimentos y piensos (RASFF) de la Unión Europea, ha aumentado 
de forma considerable en lo relativo a la detección de PAAs en utensilios de cocina de 
poliamida (RASFF, 2019). 
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Bisfenoles y compuestos relacionados 
Los Bisfenoles y compuestos relacionados de mayor interés en seguridad alimentaria se 
recogen en la Tabla 6. 
Tabla 6. Niveles, procedencia y estructura de Bisfenoles y compuestos relacionados 
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n.d-53 ng/g (Gallart-Ayala et al 2011) 
1. INTRODUCCIÓN 
43 






























0- 4200  (Míguez et al. 2012) 
 
 
 El BPA se utiliza como monómero para la producción de policarbonato, resinas y papel 
térmico. Los datos de producción y consumo en Europa se detallan en la tabla 7 (INSTT 
2011). Estudios recientes destacan el potencial del BPA para interrumpir la acción de la 
hormona tiroidea (disruptor endocrino), causar la proliferación de células cancerosas de 
la próstata humana y bloquear la síntesis de testosterona (Gao et al. 2013). El uso de BPA 
en los materiales en contacto con los alimentos está permitido en la Unión europea (UE) 
bajo el Reglamento 10/2011/EU para materiales plásticos y artículos destinados a entrar 
en contacto con productos alimentarios, con una LME de 0,6 mg/kg (EU 10/2011). La 
Comisión Europea aprobó la Directiva 2011/8/EU (CD 2011/8/EU) en enero de 2011, 
prohibiendo su uso para la fabricación de botellas de policarbonato en alimentación 
infantil (Gallart-Ayala et al. 2013, Núñez et al. 2012). El BPA también se ha encontrado 
en papel reciclado y cartón utilizado para el envasado de alimentos (pizza, bolsas de 
papel) y en las servilletas de cocina hechas de papel reciclado, probablemente debido a 
su uso en tintas de impresión (Gao et al. 2013). Por esta razón, es muy importante 
establecer los criterios para asegurar que el material utilizado para la fabricación de papel 
reciclado esté libre de contaminantes y sea utilizado para el envasado de alimentos.  
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Se necesitarían más datos para cuantificar el impacto de estas fuentes en la exposición a 
BPA en la población (Pérez-Palacios et al. 2012). La Agencia Europea de seguridad 
alimentaria realizó una evaluación del riesgo de BPA, estableciendo una ingesta diaria 
tolerable de 4 g/kg peso corporal (EFSA SO 2015) 
 Debido a la toxicidad del BPA y a las restricciones legales, se están utilizando otros 
compuestos análogos del BPA como sustitutos tales como, el bisfenol F (BPF) y el 
bisfenol S (BPS). La toxicidad del BPF y BPS está principalmente relacionada con los 
efectos estrogénicos y anti androgénicos (Satoh et al. 2004). A su vez, existen otros 
compuestos relacionados como el bisfenol A diglicidil éter (BADGE) y bisfenol F 
diglicidil éter (BFDGE). BADGE y BFDGE, tiene efectos citotóxicos, que los hacen 
tumorgénicos y mutagénicos (Míguez et al. 2012). 
Los barnices y lacas de recubrimiento más utilizadas en latas de bebidas y alimentos están 
hechas con organosoles de vinilo (novolacs), que incluyen resinas epoxi obtenidas de 
BADGE o de BFDGE en su composición. Con respecto a los BADGEs, la UE ha fijado 
LME de 9 mg/kg para la suma de estos y sus derivados hidrolizados y 1 mg/kg para la 
suma de BADGE·HCl, BADGE·2HCl y BADGE·HCl·H2O (EU1895/2005). 
Tabla 7. Producción y consumo de bisfenol A (INSTT 2011) 
Uso Tm/año Consumo en la UE (%) 
Producción de policarbonato 486.88 71.1 
Producción de resinas epoxi 171.095 25 
Resinas fenoplásticas 8.8 1.3 
Resinas de poliéster insaturado 3 0.4 
Revestimiento conservas 2.46 0.4 
Producción de PVC 2.25 0.3 
Producción de papel térmico 1.4 0.2 
Fabricación de poliuretano 950 0.1 
Fabricación de ruedas 110 <0.1 
Producción de poliamida modificada 150 <0.1 
Líquido de frenos 45 <0.1 
Fabricación de bisfenol A alquiloxidado 2.02 0.3 
Otros usos menores 5.990 0.9 




Compuestos Perfluorados (PFCs) 
Los compuestos Perfluorados (PFCs) son sustancias químicas persistentes y 
bioacumulables que provocan efectos adversos en la salud (Dallaire et al. 2009, Tao et al. 
2008). En la Tabla 8 se detallan los PFCs que aparecen en los MCA. 
Tabla 8. Niveles, procedencia y estructura de PFCs 
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Pescado y carne 
enlatada, papel  
n.d-1.7  (Moreta et al 2014, Raymer et al. 2012) 
PFNA 
 
Leche y derivados n.d-0.5  (Wang et al. 2010) 
PFUnA 
 
Leche y derivados 0.015- 0.040  (Wang et al. 2010) 
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(Zafeiraki et al. 2014, Jogsten et al. 
2009) 
(1): Niveles descritos en la bibliografía en alimentos o en ensayos de migración. 
Estas sustancias comprenden un amplio grupo de compuestos que han sido utilizados en 
utensilios de cocina y materiales de contacto con alimentos, debido a sus propiedades 
químicas tales como su estabilidad térmica, además de su naturaleza hidrofóbica (Buck 
et al. 2011). Entre los PFCs se encuentran los poliperfluoroalquil ácidos sulfonados 
(PFSAs) y los poliperfluoroalquil acidos carboxilados (PFCAs) de los cuales el 
perfluorooctano sulfonato (PFOS) y el ácido Perfluorooctanoico (PFOA) son los más 
conocidos (Kannan et al. 2004). El PFOS ha sido incluido en el Convenio de Estocolmo 
sobre contaminantes orgánicos persistentes (COP), prohibiéndose su producción y uso 
(UNEP 2009).  
La exposición directa a estos compuestos puede darse debido a su fabricación y uso en 
productos comerciales (Sinclair et al. 2007) y, por otro lado, la exposición indirecta puede 
darse debido a la liberación de los propios precursores en el ambiente durante la 
producción (D'eon et al. 2006, Martin et al. 2006, Prevedouros et al. 2006, Beser et al. 
2019).  
Ejemplos de los precursores podrían ser: alcoholes fluorotelomeros (FTOHs), 
perfluorooctanosulfonamidas (FOSAs) y perfluorooctanoetanol sulfonamidas (FOSEs). 
Los ésteres del fosfato de polifluoro alquilo (PAPs), usados principalmente en materiales 
en contacto con alimentos y que son precursores de FTOHs y posteriormente también de 
PFOA (Lee et al. 2010). Recientemente estos compuestos se han convertido en un foco 
de atención debido a su amplio uso en los materiales de empaquetado hechos del papel y 
de cartulina, incluyendo el papel de embalaje, en la leche y los cartones de zumos, los 
envases de la comida rápida y las bolsas de las palomitas de la microondas. La EFSA 
completó la evaluación del riesgo de PFOS y PFOA en la cadena alimentaria y estableció 
una tolerancia de ingestión diaria admisible (IDA) de 150 ng/kg de peso corporal/día y 
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1500 ng/kg de peso corporal/día, respectivamente para estos compuestos (Gallart-Ayala 
et al. 2013). 
Ftalatos (PAEs) 




Tabla 9. Niveles, procedencia y estructura de PAEs. 
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(Jia et al. 2014, Xu et al. 2014, Fierens et 






2900–14700  (Magi et al. 2010) 
(1): Niveles descritos en la bibliografía en alimentos o en ensayos de migración. 
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Los ftalatos (PAEs) o los ésteres del ácido ftálico se han utilizado comúnmente como 
plastificantes para aumentar flexibilidad, la transparencia, la durabilidad, y la longevidad 
de los materiales plásticos desde los años 30 (Farahani et al. 2008). Millones de toneladas 
de PAEs se producen anualmente en todo el mundo, de los cuales el dietilhexilftalato 
(DEHP) es uno de los plastificantes más populares y cuenta con aproximadamente el 
50% de la producción global, seguida de dibutiloftalato (DBP), di-isodecil ftalato (DIDP) 
y di-iso-nonil ftalato (DINP) (Gallart-Ayala et al. 2013, Espachs-Barroso et al. 2005). En 
general, el contenido de PAEs en materiales plásticos, tales como el policloruro de vinilo 
(PVC), polietilenttereftalato (PET), polivinilacetato (PVA) y polietileno (PE), varía de 
10% a 60% en peso (IARC 2016). 
 Los ftalatos y sus metabolitos pueden causar efectos perjudiciales a la salud humana. Por 
ejemplo, los investigadores demostraron que el DnBP, el BBP, el DEHP y el DiNP 
pueden afectar adversamente al sistema reproductivo masculino. Duty et al. (2003) 
encontró una asociación entre el ADN dañado en espermatozoides y la exposición al DEP. 
Además, Latini et al. (2004) revelaron que el DEHP puede interrumpir el sistema 
endocrino en seres humanos.  
Los ftalatos pueden migrar fácilmente de los materiales de envasado de alimentos en 
ciertas condiciones, particularmente cuando están en contacto con alimentos grasos y 
aceitosos (Fan et al. 2014, Dodson et al. 2012). 
 La exposición humana a ftalatos se produce principalmente a través de la ingesta de 
alimentos (Frommer et al. 2007, Fasano et al. 2012 ). Por ejemplo, en 2011, seis ftalatos 
fueron detectados en muestras de leche envasada con plásticos (Yan et al. 2011). Además 
de la leche líquida, Ostrovský et al. (2011) encontró que la leche en polvo también se 
contaminó a DEHP con alta concentración. Sin embargo, los ftalatos en los alimentos no 
tuvieron especial atención hasta 2011 cuando en Taiwán se encontró que DEHP estaba 
siendo utilizado ilegalmente en bebidas, resultando de gran preocupación para la salud 
pública (Espachs-Barroso et al. 2005, NSOPC 2011). En vista de los peligros potenciales 
para la salud humana y animal, algunos ftalatos (por ejemplo, DMP, BBP, DBP, DEP, 
DNOP y DEHP) han sido catalogados como contaminantes prioritarios y su uso en 
alimentos y productos plásticos ha sido restringido en la Unión Europea (EU), Estados 
Unidos y China (NSOPC 2011). Utilizando alimentos simulantes, la Unión Europea 
estableció LME para varios ftalatos en materiales en contacto con alimentos (EFSA 
2005a, EFSA 2005b, EFSA 2005c, EFSA 2005d, EFSA 2005e, EU 2007/19/EC 2007). 
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Por ejemplo, el LME (mg/kg simulante) para BBP, DEHP y DBP son 30, 1,5 y 0,3 mg/kg, 
respectivamente (Kenneth 2007). Con respecto a los sin LME, se aplica un límite de 60 
mg/kg en productos alimentarios (EFSA 2004). 
Fotoiniciadores 
Los fotoiniciadores más relevantes en los materiales destinados al envasado o a la 
protección de los alimentos se encuentran en la Tabla 10. 
 
 
Tabla 10. Niveles, procedencia y estructura de los fotoiniciadores 
Fotoiniciadores Estructura Procedencia Niveles (1) Referencia 
EHDAB 
 
Leche y derivados, 










Zumos de fruta, 





(Sanchis et al. 2018, 




infantil, Zumos de 
fruta, tetrabrik 
n.da-0.2 ng/g 
(Gallart-Ayala, et al. 
2011, Sagratini et al. 




Vinos, Zumos de 
fruta, tetrabrik 
n.da- 1.2 ng/mL 
(Sagratini, ¡ et al. 
2008, Sanchis, ¡et al. 
2018, Gallart-Ayala 
et al. 2011) 
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vino, carne, Zumos 
de fruta, tetrabrik 
n.da 
(Sagratini et al. 2008, 
Sanchis, et al. 2018, 




Zumos de fruta, 
tetrabrik, 
0.5-2.5 ng/mL 
(Sagratini et al. 2008, 
Sanchis et al. 2018, 






vino, carne, Zumos 
de fruta, tetrabrik. 
2 - 350 ng/cm 
(Sagratini et al. 2008, 
Sanchis et al. 2018, 
Gallart-Ayala et al. 





vino, carne, Zumos 
de fruta, tetrabrik 
n.da 
(Sagratini et al. 2008, 
Sanchis et al. 2018, 





zumos de fruta, 
tetrabrik. 
0.1 ng/g, 0.07 
ng/mL 
(Sanchis et al. 2018, 
Sagratini et al. 2008, 
Suciu et al. 2013) 
2-ITX 
 Leche y derivados 
lácteos, Zumos de 
fruta, tetrabrik 
0.81–439 ng/g 
(Sanchis et al. 2018, 
Aznar et al. 2015, 
Shen et al. 2009) 
4-ITX 
 
a: no detectado, (1): Niveles descritos en la bibliografía en alimentos o en ensayos de migración. 
Los fotoiniciadores conforman las tintas que se utilizan comúnmente en los materiales 
para envasado de alimentos. Cuando se utilizan materiales multicapa, formados por varias 
capas de PE, PRP o incluso papel reciclado, la migración puede realizarse, no sólo desde 
la superficie de contacto directo con los alimentos sino también desde capas más internas 
debido a procesos de difusión y partición (Aznar et al. 2015). En el caso de las tintas 
aplicadas en el lado externo del envase, puede haber transferencia de la tinta del lado 
externo al lado interno durante la producción, y durante el almacenado aumenta la 
posibilidad de que el componente de la tinta migre al alimento. 
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El uso de las tintas de impresión para envasado de alimentos está regulado por la 
Asociación Europea de tintas de impresión (EuPIA) (EUPIA 2013). Diversos grupos de 
materias primas se pueden utilizar en la fabricación de tintas para envasado de alimentos 
tales como, colorantes, pigmentos, tintes, aditivos del pigmento, resinas poliméricas, 
solventes o fotoiniciadores (EUPIA 2013). Aunque las capas de aluminio intermedias se 
utilicen comúnmente para prevenir la migración de los componentes de la tinta en 
productos alimenticios, la transferencia no intencionada de los componentes de la tinta de 
impresión de la superficie impresa externa sobre la superficie del alimento en contacto 
puede ocurrir cuando está impresa. Aunque los fotoiniciadores de tinta son ampliamente 
utilizados, no hay controles específicos en la Unión Europea para la migración de las 
tintas y recubrimientos, aunque sí que se ha establecido el límite de migración específica 
LME para benzofenona de 0,6 mg/kg en una legislación específica para los plásticos en 
contacto con los alimentos (Kenneth et al 2007). Con respecto a los que no tienen un 
límite, se aplica un LME de 60 mg/kg. 
Aditivos 
Aditivos tales como los antioxidantes, los estabilizadores y los plastificantes como la 
cloro parafina, tienen una influencia importante en el proceso y la vida útil de los 
plásticos, y son responsables de muchas características de estos materiales. Estos aditivos 
están presentes en pequeñas cantidades en plásticos (generalmente con porcentajes entre 
0,1- 1%). Están dispersos en la matriz polimérica, con el principal objetivo de evitar 
efectos tales como el deterioro termo-oxidativo, que inicia la escisión y reticulación de 
las cadenas macromoleculares y conducen consecuentemente al deterioro del polímero 
(EU 2011). El polímero tiene una estructura inerte con un alto peso molecular que 
representa un riesgo potencial bajo para la salud puesto que el organismo no puede 
absorber las moléculas con un peso molecular mayor que 1000 Da (Bignardi et al. 2014). 
Por el contrario, a medida que los aditivos plásticos y los colorantes orgánicos tienen un 
peso molecular más bajo, pueden migrar de los plásticos a los alimentos, lo que sí 
representa un riesgo para la salud humana (Bignardi et al. 2014). 
Sustancias añadidas de forma no intencionada (NIAS) 
Los alimentos envasados pueden contener sustancias añadidas no intencionadamente 
(NIAS) como resultado de las interacciones entre diferentes ingredientes del envase, por 
los procesos de degradación y liberación de monómeros que conforman el polímero del 
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envase, y principalmente a las impurezas presentes en las materias primas utilizadas en la 
producción del envase (Aznar et al. 2012). La mayoría de los compuestos NIAS 
desconocidos son a menudo detectados al usar técnicas analíticas de alta sensibilidad y 
con una base de datos para realizar análisis retrospectivo. En la mayoría de los casos, 
debido a los bajos niveles encontrados, estas sustancias no son de especial preocupación 
para la salud. Sin embargo, en la actualidad no existe ninguna guía sobre el análisis de 
sustancias desconocidas en este campo. La regulación sobre los materiales del contacto 
del alimento (Reglamento10/2011/EU) (EU 10/2011) reconoce que, durante la 
fabricación y uso de materiales y artículos plásticos, pueden formarse NIAS. Su 
contribución puede ser relevante para la evaluación del riesgo. Sin embargo, la 
identificación de NIAS es muy difícil debido a la falta de información sobre la 
composición real de los diversos ingredientes y materiales utilizados para los polímeros 
y la fabricación de envases finales.  
Con el fin de evitar la presencia de NIAS en los alimentos envasados, especialmente 
cuando hay una evaluación del riesgo, la trazabilidad de los materiales de envasado de 
alimentos es obligatoria y esto incluye una descripción de NIAS (Nerin et al. 2013). Los 
procesos de degradación y las impurezas, como se ha dicho, son fuentes importantes de 
NIAS. Los procesos de degradación pueden tener lugar en el propio polímero y también 
en los aditivos utilizados para mejorar sus características fisicoquímicas. Algunos 
aditivos utilizados como antioxidantes o estabilizadores añadidos al polímero para 
mejorar sus propiedades también pueden degradarse. Como resultado, los nuevos 
migrantes potenciales estarán presentes en el material cuando se produzca su 
envejecimiento. Algunos de los productos más comunes de la degradación que se han 
estudiado debido a su toxicidad son: alquilfenol, nonilfenol (NP) y Octilfenol (OP), que 
son disruptores endocrinos (Bach et al. 2012). NP y OP pueden ser generados por la 
oxidación del tris (nonilfenil) fosfato (TNPP), utilizado como antioxidante en materiales 
poliméricos como el PVC. Pueden también ser generados por la degradación de nonilfenil 
polietoxilado (APEO), usados en la fabricación de botellas para animales domésticos 
(tereftalato de polietileno) y en otros materiales tales como pegamentos (Nerin et al. 
2013). También se han encontrado impurezas de los aditivos en adhesivos utilizados en 
envases en la migración. Los compuestos 1-hexanol-2-etil, 2-ethilhexilacetato y 2, 4, 7, 
9-tetrametil-5-decilglucósido-4, 7-diol (TDMM) fueron encontrados en la migración de 
materiales multicapa, exactamente en los pegamentos. Los primeros dos compuestos son 
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impurezas del 2-etilhexilacrilato, un monómero usado en la producción de pegamentos 
de acrílico, y el último era una impureza o un monómero residual del tensioactivo de 
etoxilato TDMM, usado como adhesivo (Canellas et al. 2010). 
1.2. Metodologías analíticas 
El análisis de contaminantes procedentes de los MCA se puede realizar en los alimentos 
o en el propio material. La determinación del tipo de análisis viene dada por las 
condiciones en las que se encuentra el material, de acuerdo con el Reglamento de la UE 
1935/2004. Si ya ha entrado en contacto con el alimento el análisis se realizará en el 
alimento; si por el contrario no se ha puesto en contacto, pero se conoce para qué alimento 
está destinado, el análisis se realizará a través de simulantes. Únicamente se realiza 
directamente en el material en las industrias de fabricación si no es conocido su destino. 
En la presente tesis se ha realizado una revisión bibliográfica de las metodologías 
analíticas para la determinación de contaminantes en MCA. Las tablas 11 y 12 muestran 
los procedimientos analíticos basados en la cromatografía de gases (tabla 11) y la 
cromatografía líquida (tabla 12) para los principales grupos de sustancias en las tres 
matrices estudiadas, alimentos, simulantes y envases. Un esquema general de las 
metodologías analíticas para los contaminantes en alimentos y envases se muestra en las 
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Tabla 11. Revisión de las metodologías analíticas mediante GC para la determinación de contaminantes de materiales en contacto con los alimentos. 
Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 
Ftalatos, adipatos, 
sebacatos: DEA, 
DiBA, DBA, DEHA, 
DMP, DEP, 




aceite de oliva 
 









EI modo (70eV), 
HRGC-MS Shimadzu 
QP5050 
LD (mg/kg): 0.04- 
1.200 








Phe,Ant, DBP, 2MAnt 
,9MAnt, Ant,DNpp, 




kF,BaP, IcdP, BghiP. 
 
papel con QuEChERS Rxi-PAH columna 
(0.10µmx30x0.25mm
), EI modo (-70eV), 
GC-MS/MS, Trace 
1310 GC.  
- LQ (mg/kg): DnOP 
0.011, -BPF 0.070. 
52-135 % (Vavrouš et al. 2016) 
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Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 
Ftalatos: dimetil 









(DCHP) y di-n-octil 
ftalato (DnOP) 
Vegetales y frutas, 
leche y otros 
productos, cereales, 
carne, pescado, 
grasas y aceites, 






















(98%), DiBP (101%), 
DnBP (99%), BBP 
(95%), DEHP (100%), 
DCHP (89%), DnOP 
(94%) 
(Fierens et al. 2012) 
ftalatos: dimetil 









(DCHP) y di-n-octil 
ftalato (DnOP) 
 
Carton, Tetra Brick, 
Plasticos 
Extraction 60 min con 
40 ml n-hexano in an 
















(85%), DiBP (82%), 
DnBP (82%), BBP 
(85%), DEHP (99%), 
DCHP (91%), DnOP 
(90%) 
(Fierens et al. 2012) 
Ftalatos y adipatos:  
DEP, BBP, DEHP, DBP, 
and DOP, DEHA, 
DiBP, DCHP  











), EI modo (70eV), 
GC-MS, (7890C 
Agilent) 
 LD (µg/kg): DBP 
(0.01)- BBP (0.18) 
 LC (µg/kg): DiBP 
(0.07) - BBP (0.26) 
 (Moreira et al. 2015) 
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Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 
Ftalatos y esteres:  






extracción en fase 
solida con 
purificación usando 







EI modo (70eV), GC-
MS con ionización 
por electro impacto 
(Shimadzu GC 2010 
System)  
 LD (ng/g) para sólido 
y (ng/ml) para 




 DEP:95%, DMP 92%, 
DBP 100%, BBP 90%, 
DEHP 100%, DNOP 
93% 
(Moreira et al. 2015) 














93.0-105.7% (Yan et al. 2011) 
DMP, DEP, DIBP, 
DBP, DAP, DHP, BBP, 
BBEP, DEHP, DOP 
aceite de oliva 
 
extracción en fase 




), GC-MS  
 
0.02--0.05 mg/kg  (Rios et al. 2010) 






FID and MS DB-5 MS 
(0.25µmx30x0.25mm
), SPLITLESS modo, 
GC-MS 
0.4µg/g 1.2µg/g  (Yan et al. 2011) 







por ultrasonidos y 
vortex 
FID y IT/MS SE-54 
(0.25µmx30x0.25mm
), SPLITLESS modo, 
GC-MS 
0.0022 µg/L 0.075 µg/L 85-100.5% (Cinelli et al. 2013) 
 DMP, DEP, DBP, 
DAP, DNOP 
leche de soja 
 









75.8-107.8 % (He et al. 2010) 
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Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 
DMP, DEP, DBP, BBP, 
DIBP, DEHP 
comida y bebida con 
alcohol 
 
extracción en fase 
solida (SPE) con 
Amberlite XAD-2 
adsorbente. 
FID y IT/MS SE-54 
(0.24µmx30x0.25mm
), SPLITLESS modo, 
GC-MS  
1.21-2.51pg/µl 2.42-5.03 pg/µl 94-103 % (Cinelli et al. 2014) 
DBP, DEHP sopa de pollo 
 
micro extracción en 







70-118 % (Makkliang et al. 
2015) 
DMP, DEP, DBP, BBP, 
DEHP, DOP 
Vegetales y frutas, 
leche y otros 
productos, cereales, 
carne, pescado, 
grasas y aceites, 
bebidas, snacks y 
alimentos infantiles 
 
micro extracción en 
fase solida 
MS DB-17 MS 
(0.25µmx30x0.25mm




83-118.5 % (Cacho et al. 2012) 
DMP, DEP, DBP, 
DIBP, DMEP, DPEP, 
DNHP, DPHP, DNOP 
grasas 
 
extracción en fase 
solida dispersiva 
MS DB-5 MS 
(0.25µmx30x0.25mm




70.9-115.5% (Zhu et al. 2013) 
DMP, DEP, DBP, 
DIBP, DMEP, BBP, 





permeación en gel 
MS DB-5 MS 
(0.25µmx30x0.25mm
), SPLITLESS modo, 
GC-MS 
1.5 mg/kg (grasa) 
0.05 mg/kg 
(alimentos no grasos) 
 
 (Standard of the 
People’s Republic of 
China, Determination 
of phthalate esters in 
foods. GB/T 21911-
2008) 
Etill carbamato bebida alcohólica 
soja 
 
extracción en fase 
solida 
DB Innowax capillary 
(1.25µmx30x0.25mm
), SPLITLESS modo, 
GC-MS 
 
5µg/kg 96-107% (Huang et al. 2013) 
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Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 
Irgafos 168, Irganox 
1076, Tinuvin 326, 
Chimassorb 81 
 
films de PRP 24 hr a 60ºC, 
inmersión total con 
hexano 
La precolumna no 
recubierta está 
conectada a una 
pieza en T metálica 
que une la salida de 
vapor del solvente y 
la columna de 
separación de 12 mx 
0,25 mm recubierta 
con una película de 





ionización por llama 
(FID), HPLC-GC  
0.1-1 mg/kg 
 
 (Castillo et al. 2013) 
BPA, DEHP, NMP, 
NDP 
 
cartón BPA-extracción con 
etanol, DEHP, NMP y 
NDP in acetona-
hexano 4:1, 








LD (mg/l): BPA 0.015- 
NMP 0.033,  
LC (mg/l): DEHP 
0.050 - NMP 0.1 
101-108% (Suciu et al. 2013) 
BPA, DEHP, NMP, 
NDP 











LD (mg/l): BPA 0.015-
, NDP 0.033 
LC (mg/l): DEHP 
0.050- NDP 0.1 
70-120% (Suciu et al. 2013) 
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Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 





















para comida seca 
migración con Tenax 
en el horno a 40ºC 
durante 10 días 
BP-20 
(0.25µmx30x0.25mm
), SPLITLESS modo, 
GC-O-MS 
LD (µg/g) valores 
entre 0.01(tolueno) y 
25.7 (acido acético). 
 












leche en polvo 
 
Migración en horno a 





 (Francesca et al. 
2015). 






), EI modo (70eV), 
GC-MS 
 
0.025mg/kg 95-101% (Lutter et al. 2011). 
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Compuestos Alimento Material en contacto Extracción 
GC condiciones 
(Columna/ fuente y 
analizador) 
LD LC Recuperación Referencias 
 FTMAC, FTACs, 
FTOHs, FOSAs, y 
FOSEs 
 
  dos extracciones, 
primero acético 3%, 
después metanol, 
después purificación 




), usando ionización 
química positiva 
(PCI), GC-PCIMS  
LD (pg) valores entre 
3.9-30pg 
 
 (Francesca et al. 
2015) 










leche de camello 
 
 tres métodos de 
pretratamiento de 
micro extracción en 
fase sólida, solvente, 
destilación 




), SPLITLESS modo, 
GC-MS 
  












ionización y técnica) 
LD LC Recuperación Referencias 
Aminas: ANL,2,4 TDA, 2,6 TDA, 









columna (2.1µm x 
100x2.1mm), 
Metanol 2%/Agua 
98%, ESI (+), LC-HRMS 
(orbitrap) 
 
2.5µg/kg 70-120% (Sanchis et al. 2015) 
Aminas: ANL, 2,4 TDA, BNZ, o-
ANS,4,4' DPE, o-TOL, 4,4' MDA, 
o- DANS, o- TOLI, p-ANL, p-CRS, 
4,4' MBM,4,4' TDA, 2-NAPH, 4-
Cl-TOL, 5-N-O-TOL, 2,4,5 MTA, 





0.6 dm de láminas 
de plástico fueron 
cortadas e inmersas 
en 100ml de ácido 
acético al 3% la 
solución se incubó 
a 70ºC durante 2 h. 
C18 
(2.6µmx100x2.1mm) 
agua 4.7mM ácido 
perfluorpropanoico 
(PFPA)/4.7mM PFPA 







 (Mattarozzi et al. 
2013b) 
BPA, BADGEs y compuestos 



















72-97% (Pérez-Palacios et al. 
2012) 
BPA, BPB, BPF, BPE, BFDGE, 
BADGE, BADGE-H2O, BADGE-
2H2O, BADGE-H2O-HCl, BADGE-












por fluorescencia  
 
0.9 - 3.5 
µg/kg 
80–110% (Alabi et al. 2014) 








ionización y técnica) 










formiato amónico en 
10:90 metanol: agua 
(v/v)/1 mM formiato 
amónico en metanol, 
ESI(+)(-),UHPLC 
  




tetraetilamonio PFOS,  
perfluorobutanoico PFBA, ácido 
perfluoropentanoico PFPeA, 
perfluorohexanoico PFHxA,  
perfluroheptanoico, PFHpA, 
perfluorooctanoico PFOA, 





















0.4-1.6 ng/g 80-106 % (Moreta et al 2014) 
Compuestos perfluorados: 
PFOS, PFBA, PFPeA, PFHxA, 
PFHpA,PFOA, PFNA, PFDA, 
PFUnA, PFDoA 
palomitas 








mm) 0.8% fórmico- 
Acetonitrilo/ 0.8% 













ionización y técnica) 
LD LC Recuperación Referencias 
Compuestos perfluorados: 
PFBA, PFOA, PFPeA, PFHxA, 
PFHpA, PFNA, PFDA, PFUnDA, 
PFDOA, PFBS, PFHxS, PFOS, 
















Hypersil GOLD C8 
(3µm,150 mm, 2.1 
mm) 5 mM acetato 







60-90% (Zafeiraki et al. 2014) 
 PFCs, PFCA, PFAAS, PFAPA, 




























70-120% (Vavrouš et al. 2016) 
Compuestos 
perfluorados:PFOS, 
PFBA,PFPeA, PFHxA , 






liquido con metanol 
C18 columna (5µm, 
50 mm,2.1mm)/ 





0.5 ng/g 90-120% (Zafeiraki et al. 2016) 








ionización y técnica) 
LD LC Recuperación Referencias 
Ftalatos:DMP, DMEP, DEEP, 
DEP, DAP, DIPrP, DPrP, DPhP, 
DIBP, BBP, DIPP, DPP, DCHP, 
DMPP, DHXP, DHP, DEHP, 






















en métodos SPE 
Poroshell 120 EC-C18 







75.5-115.2 % (Xu et al. 2014) 
Ftalatos: DMP, DEP, DiBP, 







HPLC columna con (2 





1.6-26.6 µg/l 95-105% (Hayasaka 2014) 
Ftalatos:DMeP, DMP, DMEP, 
DEEP,DEP, DAP, DIPrP, DPrP, 
DPhP, DBP, DIBP, 
DBEP,DBeP,BBP, DBuP, DIPP, 
DPP,DCHP, BMPP, DHXP, 
DHP,DEeP, DINP, DNP,DIDP, 


















ionización y técnica) 
LD LC Recuperación Referencias 














etanol 95% y Tenax 
C18 
(1.7µmx100x2.1mm) 





 (Aznar et al. 2015) 
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Sustancias añadidas de forma 
no intencionada (NIAs): 
Polímero de formaldehido (PET) 
, polímero de acetaldehído 
(PET), etileno tereftalato 
dímeros y trímeros Polímero 
(PET), 2,4-Di-tertbutyl-phenol 
(2,4-DBTP) Polímero (pp) ,2,6-
Di-tertbutyl-p-benzoquinone 




metoxifenol Polímero (PP), 3,5-
Ditertbutil-4-hidroxibenzoic 
acido Polímero (PP), 
Trifenilfosfano Polímero (PP), 
Tri-o-tolylfosfato Polímero (PP) , 
Difenil fosfato Polímero (PP), 
Dimetillbenzaldehido Polímero 
(PP), 4-Hidroxi-1H-indole-3-
carboxilico acido Polímero (PP), 
7,9-Di-tert-butil-1-
oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-





propinoico polímero (PP), 
Carbonilo, especies vinílicas 
Polímero (PE), (Z)-9-




diona, 3,5-dimetil, o-metiloxima 











espacio de cabeza, 




















ionización y técnica) 
LD LC Recuperación Referencias 




(LAS) ,C10H16O2 envasado 
activo, 1,4,7-
Trioxaciclotridecano-8,13-diona 
Adhesivos, derivados de BADGE 
, ESBO clorhídrinas PVC, Acido 
abietico y derivados Adhesivos, 
1-Hexanol-2-etill Adhesivos, 2-
Etilhexilacetato Adhesivos, 
lactona cíclica Adhesivos, 
Nonilfenol etoxilado 
Aditivos: BHT, BHA, TNV 234, 
TNV 326, TNV 327, TNV328, Cys 
UV 9, Cys UV12, Cys UV 24, Cys 
UV 5411, I-168, Adv-800, UV-
400, Cyx-2246, Ch-81,Uv-OB, I-
















95-98% (Bignardi et al. 2014) 
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1.2.1. Preparación de muestras 
Algunas técnicas convencionales como el Soxhlet, extracción sólido-líquido (S–L), 
extracción en fase sólida (SPE), extracción por ultrasonidos y la extracción líquido-
líquida (L-L) se han utilizado de forma general para la extracción de contaminantes de 
los envases, así como de los propios alimentos, cómo puede observarse en las figuras 3 y 
4.  
Soxhlet y SPE se han utilizado para extraer los ftalatos de los materiales de papel y 
bebidas, posteriormente analizadas por cromatografía de gases (Cinelli et al. 2014, Aznar 
et al. 2012). Para los compuestos más polares, analizados por cromatografía líquida, la 
extracción S-L se ha utilizado para extraer BPA y BADGEs de alimentos enlatados (Alabi 
et al. 2014). 
 
 







Figura 4. Metodologías analíticas para la determinación de contaminantes en envases. 
Otro método de extracción convencional es la extracción por ultrasonidos. Se ha 
empleado en la preparación de la muestra de ftalatos en alimentos (leche y vino) y del 
material plástico (Cinelli et al. 2013, Yan et al. 2011). También ha sido utilizada en la 
preparación de la muestra para la determinación de PFCs de los materiales de papel 
(Vavrouš et al. 2016). 
La cromatografía de permeabilidad en gel (GPC) y micro jeringa de purga de gas (GP-
MSE) se utilizaron como purificación, después de la extracción L-L y S-L para la 
determinación de ftalatos en alimentos como frutas, leche, bebidas, alimentos para bebés, 
etc. (Fierens et al. 2012, Moreira et al. 2015).  
Además, el SPE se ha utilizado como etapa de purificación (clean-up) en el análisis de 
PFCs en diferentes materiales de papel (papel de horno, bolsas de papel), después de la 
extracción por ultrasonidos y seguido de cromatografía líquida (Vavrouš et al. 2016). 
Las principales desventajas de las técnicas convencionales son que la preparación de la 
muestra es generalmente manual y se requiere una gran cantidad de disolvente orgánico. 
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Una etapa de purificación suele ser necesaria cuando se aplican este tipo de técnicas de 
extracción convencional.  
Además de las técnicas convencionales descritas, actualmente se utilizan otras técnicas 
que han tenido amplia aceptación en los campos ambientales y alimentarios. Entre estos 
destacan la Microextracción en fase sólida (SPME) (Pawliszyn 2012, Moreira et al. 
2015), la extracción sólido–líquido con ultrasonidos (FUSLE) (Picó 2013), la extracción 
mediante fluidos presurizados (PLE) (Vazquez-Roig et al. 2015) y el método QuEChERS 
(Anastassiades et al. 2003). Estas técnicas cumplen con el objetivo de minimizar el uso 
de disolventes orgánicos y evitar en la medida de lo posible la purificación. Estas nuevas 
metodologías de preparación de muestra se utilizan actualmente para la extracción tanto 
en materiales como en alimentos. 
La figura 5 presenta el porcentaje de utilización de las metodologías de extracción en 
alimentos y MCA (papel y plásticos) para ftalatos, PFC, BPA, BADGEs y NIAS en los 





N: Número de publicaciones por cada técnica de etracción; Alimentos: a:(Dugo et al. 2011, Fierens et al. 2012, 
Ostrovsky et al. 2011,Makkliang et al. 2015, Xu Liang Cao 2010), b: (Vavrous et al. 2016, Jia et al. 2014), c: (Moreta et 
al. 2014), d: (Cinelli et al. 2013, Yan et al. 2011), e: (Rios et al. 2010, Moreira et al. 2015), f :(Cinelli et al. 2014, Xu et 
al. 2014), g:( Alabi et al. 2014, Zafeiraki et al. 2016, Moreta et al. 2014), Papel: a: (Vavrous et al. 2016), b:(Vavrous et 
al. 2016, Fierens et al. 2012,Ning et al. 2011), c:( Ning et al. 2011,Aznar et al. 2012), d: ( Pérez-Palacios et al. 2012, 
Moreta et al. 2014) e:( Zafeiraki et al. 2014), Plástico: a:(Fierens et al. 2012), b:(Nerín et al. 2013), c:(Moreta et al. 
2014), d:( Nerín et al. 2013). 
Figura 5. Metodologías de extracción en alimentos, papel y plásticos 
 
La SPME se aplica comúnmente en el modo espacio de cabeza (HS-SPME), en general 
para compuestos volátiles. Aquí la fibra utilizada para la extracción no entra en contacto 
directo con la muestra. La SPME también se puede aplicar en modo de inmersión directa 
(DI-SPME), en la que la fibra de extracción se coloca en contacto directo con la muestra, 
aumentando la eficiencia. 
Recientemente, para la determinación de ocho plastificantes (ftalatos), se utilizó la micro 
extracción en fase sólida con fibra enfriada por corriente de nitrógeno (CF-SPME), 
seguida de cromatografía de gases, en especias y pollo asado y almacenado en bolsas de 
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plástico (Moreira et al. 2015). Además, SPME ha sido la técnica seleccionada para la 
extracción de NIAS de plásticos y de latas (Nerin et al. 2013). La principal ventaja de este 
tipo de técnicas es la de evitar la manipulación de la muestra minimizando la 
contaminación del material, disolventes y muestras. Sin embargo, la desventaja de 
trabajar con fibras es su fragilidad y alto coste. 
La técnica FUSLE es una metodología sencilla, segura y económica además de mucho 
más eficiente que el sistema de extracción ultrasónica tradicional (con baño) (Picó 2013).  
Esta técnica se ha utilizado recientemente para la extracción de disruptores endocrinos, 
tipo Bisfenol en contacto con alimentos, materiales de papel reciclado (Pérez-Palacios et 
al. 2012) y para los ácidos alquil perfluorados en palomitas y envases de palomitas de 
maíz para microondas (Moreta et al. 2014). Los factores que influyen en la eficiencia de 
la extracción FUSLE (volumen del solvente, tiempo de extracción…) fueron optimizados 
en estos estudios. También BPA, BPF, BADGE y BFDGE, fueron extraídos con 20 mL 
de metanol en el ultrasonido durante 5 segundos y 2 ciclos de extracción (Pérez-Palacios 
et al. 2012d).  
En otro estudio, ácidos alquílicos perfluorados (PFAA) (nueve ácidos 
perfluorocarboxílicos (PFCAs) y perfluorooctano sulfonato (PFOS)) fueron extraídos por 
FUSLE en un solo ciclo de 10 segundos de bolsas de palomitas de maíz para microondas 
y de palomitas de maíz antes y después de cocinar (Moreta et al. 2014). Se obtuvieron 
mejores recuperaciones al extraer BPA, BPF, BADGE y BFDGE de papel reciclado (72–
97%) (Pérez-Palacios et al. 2012), que al extraer PFC en maíz y palomitas de maíz (65-
105%) (Moreta et al. 2014), utilizando el método de extracción FUSLE. 
La PLE también se ha utilizado en el tratamiento de muestra de BPA y compuestos 
relacionados, y en fotoiniciadores, siempre seguido por determinación con cromatografía 
líquida (Gallart-Ayala et al. 2013). Esta técnica se ha utilizado recientemente para la 
extracción de compuestos perfluorados (PFCs) utilizados en los materiales en contacto 
con alimentos (papel de horno y vasos de bebida) como capas para favorecer la resistencia 
a la humedad. Después de una extracción PLE seguida de una purificación con SPE (con 
1,5 g de Florisil, 1 g de alúmina básica y 1 g de sodio), se inyectó con LC – MS/MS. El 
método de extracción con purificación SPE obtiene recuperaciones entre 60 y 90% 
(Zafeiraki et al. 2014). 
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El método QuEChERS fue propuesto por Anastassiades et al. en 2003 (Anastassiades et 
al. 2003). Se usó por primera vez para extraer pesticidas de los alimentos. Hoy en día, el 
método QuEChERS se aplica cada vez más a la extracción de otros compuestos. En 2014, 
permitió extraer 23 ésteres de ftalatos (PAEs) de la uva, especias, fideos de huevo y zumo 
de pomelo (Ning et al. 2011). En 2016, QuEChERS fue aplicado después de la extracción 
por ultrasonidos, usando una mezcla de acetonitrilo y agua, para la determinación de 68 
contaminantes: ftalatos, hidrocarburos aromáticos policíclicos, fotoiniciadores, 
bisfenoles y compuestos fluorados en papel (Vavrouš et al. 2016). QuEChERS se ha 
utilizado en materiales en contacto con alimentos como una técnica de extracción y 
purificación, obteniendo recuperaciones entre (75 – 115%). Como técnica de extracción 
en muestras de alimentos para los ftalatos y como una técnica de purificación para PFC 
en materiales como el papel (70 – 120%) (Vavrouš et al. 2016), seguido en ambos casos 
de cromatografía líquida. Sin embargo, al extraer los ftalatos de materiales como el papel 
usando posteriormente la cromatografía de gases, las recuperaciones fueron deficientes 
(52 – 135%) (Vavrouš et al. 2016). 
1.2.2. Técnicas instrumentales 
La selección de la técnica instrumental depende de las propiedades fisicoquímicas de las 
sustancias y su concentración. Para el análisis de contaminantes orgánicos de los 
materiales en contacto con los alimentos, tanto la GC como lo LC acoplados a detectores 
de espectrometría de masas (Q, QqQ, Orbitrap), han sido muy utilizados. La 
cromatografía de gases es la técnica más adecuada para compuestos apolares y volátiles 
(p.ej., ftalatos). La cromatografía líquida es apropiada para compuestos polares con 
menos volatilidad o menor estabilidad térmica, tales como: PFC, PAAS, NIAS y 
Fotoiniciadores. 
Las tablas 11 y 12 resumen los estudios más recientes para la determinación de distintas 
sustancias en las que se ha empleado GC y LC, respectivamente, tanto en alimentos como 
en materiales (envases utensilios). 
Los ftalatos y el BPA son las familias de compuestos orgánicos analizados principalmente 
por GC (figura 6). Los métodos publicados recientemente determinan un limitado número 
de compuestos, entre 1 y 25. Esto contrasta claramente con otros campos como el agua, 
en los que los métodos multiresiduo/multiclase se diseñan para más de 150 sustancias 
(Yusa et al. 2015). 
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N: Número de publicaciones por cada técnica instrumental. Alimentos: a:(Dugo et al. 2011, Fierens et al. 2012, Zhu et 
al. 2013, Cinelli et al. 2013, Cinelli et al. 2014, Rios et al. 2010, He et al. 2010, Cacho et al. 2012, Ostrovsky et al. 2011, 
Moreira et al. 2015, Yan et al. 2011, Makkliang et al. 2015, Xu Liang Cao 2010, Jia et al. 2014, Xu et al. 2014, Hayasaka 
2014), b:(Alabi et al. 2014, Aznar et al. 2012), c: (Zafeiraki et al. 2016, Moreta et al. 2014), Materiales: a:(Vavrous 
et al. 2016, Fierens et al. 2012), b:(Perez-Palacios et al. 2012,Aznar et al. 2012, Suciu et al. 2013), c:( Vavrous 
et al. 2016, Zafeiraki et al. 2016, Moreta et al. 2014), d:(Nerín et al. 2013), e:( Sanchis et al. 2015, Mattarozzi 
et al 2013), f:(Aznar et al. 2015) 
Figura 6. Técnicas instrumentales para alimentos y materiales 
Los PAEs se han detectado en aceite (Dugo et al. 2011, Rios et al. 2010), leche (Yan et 
al. 2011), carne (Fierens et al. 2012), bebidas (Huang et al. 2013), vino (Cinelli et al. 
2013), grasa (Ostrovský et al. 2011) y en materiales papel (Vavrouš et al. 2016) y 
plásticos (Zafeiraki et al. 2014) usando GC – MS. La polaridad de los analitos es el 
parámetro más importante para la selección de la columna analítica. Debido a la polaridad 
relativamente baja de los ftalatos, una columna apolar (5% fenil-95% 
Dimethylpolysiloxane) y una columna mixta (50% fenil-50% Dimethylpolysiloxane) es 
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las que se utilizan con mayor frecuencia (Mezcua et al. 2012). La Tabla 11 muestra 
métodos típicos de GC para el análisis de ftalatos en alimentos y materiales. La técnica 
de ionización más utilizada es el impacto electrónico (EI). Puesto que el contenido de 
ftalatos en las muestras de alimentos están generalmente a niveles ultra traza, son 
necesarios detectores altamente sensibles para la identificación y cuantificación. En 
consecuencia, GC – MS, ha sido la principal técnica para determinar ftalatos debido a su 
alta sensibilidad y especificidad (Dugo et al. 2011, Fierens et al. 2012, Zhu et al. 2013, 
Cinelli et al. 2013, Cinelli et al. 2014, Rios et al. 2010, He et al. 2010, Cacho et al. 2012, 
Ostrovský et al. 2011, Moreira et al. 2015, Yan et al. 2011, Makkliang et al. 2015, GB/T 
21911-2008).  
En materiales como el papel, se utilizó la espectrometría de masas en modo tándem para 
el análisis de PAEs (GC-MS/MS) (Vavrouš et al. 2016). Se obtuvieron buenas 
sensibilidades y recuperaciones para los PAEs en muestras de alimentos, entre el 70% en 
sopa de pollo (Makkliang et al. 2015) y el 118% en sopa de pollo y verduras (Cacho et 
al. 2012). En materiales, la migración de PAEs desde el cartón, el tetrabrik y los plásticos 
presentó buenas recuperaciones que oscilan entre 82 y 99% y límites de detección bajos 
utilizando GC-EI-MS, en modo SIM (Fierens et al. 2012). Sin embargo, en papel, las 
recuperaciones obtenidas fueron más bajas (52-135%) con la técnica GC-MS / MS 
(Vavrouš et al. 2016). 
El BPA se ha analizado en sal y azúcar y en cartulina mediante cromatografía de gases 
(Aznar et al. 2012). En todas estas matrices se emplearon una columna de polisilarileno 
al 95% - polidimetilsiloxano y una fuente de ionización EI. La espectrometría de masas 
simple cuadrupolo (MS) se utilizó para obtener límites de detección bajos y un LQ entre 
0.05-0.064 mg/L en alimentos y envases (Aznar et al. 2012). En GC, aparte de la 
detección por espectrometría de masas (aplicada a análisis de ftalatos y BPA), se 
emplearon otros detectores para analizar NIAS en películas de polipropileno. GC-FID 
proporcionó un buen LD (0.1-1 mg / kg) en estas matrices plásticas. 
Por otra parte, la cromatografía líquida se ha aplicado en gran medida para el análisis de 
sustancias orgánicas térmicamente inestables y baja volatilidad. LC-MS ha sido la técnica 
utilizada en el análisis de PFC, PAAS y fotoiniciadores en envases, utensilios de plástico 
y materiales de papel (figura 6). Además, se ha utilizado LC para el análisis de PFCs en 
alimentos (maíz, palomitas de maíz, huevos), así como de BPA y BADGE en alimentos 
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enlatados y ftalatos en productos lácteos, bebidas, semillas, carne, aceite, bizcocho, vino 
y conservas (Alabi et al. 2014, Zafeiraki et al. 2016, Moreta et al. 2014, Ning et al. 2011). 
Algunos autores propusieron un método de UHPLC para mejorar la sensibilidad en el 
análisis de NIAS (Bignardi et al. 2014), ftalatos (Jia et al. 2014), PFCs (Moreta et al. 
2014) o tintas (Aznar et al. 2015). Generalmente se usaron LC, que utilizan columnas 
C18 con tamaños de partícula de 1.7-5 µm (ver Tabla 12) (Mattarozzi et al. 2013b, Aznar 
et al. 2015, Pérez-Palacios et al. 2012). Sanchis et al. (2015) probaron diferentes columnas 
para lograr una separación cromatográfica adecuada de las aminas aromáticas primarias 
individuales (PAAs). La mejor separación se logró en una columna de fenil-hexil que está 
compuesta por un grupo fenilo unido a éter con un extremo polar (Sanchis et al. 2015). 
Con respecto a la ionización en LC, la ionización por electrospray (ESI) es la más 
utilizada. El modo de ionización positiva se emplea generalmente para analizar PAAS, 
BADGE y BFDGE, así como, fotoiniciadores y di ésteres de ftalato, mientras que el modo 
de ionización negativa proporciona mejor sensibilidad para la detección de metabolitos 
de ftalatos, BPA, y otros bisfenoles (por ejemplo, BPE, BPB, BPF y BPS) así como, PFCs 
(Tabla 12). En general, el modo ESI negativo y el ESI positivo generan la molécula 
desprotonada, [M-H]-, o la molécula protonada, [M+H]+, respectivamente. 
Ocasionalmente puede darse la fragmentación en la fuente, por ejemplo, con algunos 
fotoiniciadores de tinta UV (HMPP, HCPK, DMPA, DEAB) (Pawliszyn 2012). En 
algunos casos, también se observó la formación de iones aductos con componentes de la 
fase móvil. BADGEs y BFDGEs mostraron una alta tendencia a formar aductos tales 
como [M + Na] +, [M + K] +, [M + NH4] + y [M + ACN] + iones, algunos de estos iones 
(por ejemplo, [M + Na] +) son muy estables y no se produce fragmentación en MS / MS, 
pero para aductos de amonio en MS / MS sí se produjo fragmentación (Picó 2013, 
Vazquez-Roig et al. 2015). En estos casos, para permitir la formación de aductos de 
amonio y asegurar la reproducibilidad de la señal, el tampón de formiato de ácido 
fórmico/amonio se utiliza como un aditivo en la fase móvil trabajando en modo ESI 
positivo. 
Para conseguir una buena separación cromatográfica y mejorar la sensibilidad del 
método, es importante seleccionar las fases móviles apropiadas. Debido a las diferencias 
en las propiedades fisicoquímicas de los PAEs, la elución en gradiente es generalmente 
necesaria y el metanol-agua con una pequeña cantidad de ácido fórmico o ácido acético 
sirve comúnmente como fase móvil (Fan et al. 2014, Ning et al. 2011). El acetonitrilo a 
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menudo sustituye al metanol debido a su menor coeficiente de viscosidad y mayor 
capacidad de elución (Cao 2010). Se obtuvieron buenas recuperaciones (75-115%) 
utilizando metanol al 0,1% de ácido fórmico para analizar las PAEs en alimentos con un 
LD de 0,8-15 µg / kg en LC-MS / MS (Ning et al. 2011). 
Alabi et al (2014), no obtuvieron una resolución de picos satisfactoria para la separación 
de los 12 bisfenoles y los diglicildímeros seleccionados, así como los isómeros de 
BFDGE y BFDGE · 2HCl utilizando metanol como disolvente orgánico en la fase móvil. 
La mezcla de agua y acetonitrilo en condiciones isocráticas mejoró la resolución, pero no 
fue suficiente para la separación del analito. El uso de la elución de gradiente con una 
regulación adicional del flujo permitió la separación de la línea de base y una mejor 
resolución de picos. La mezcla de acetonitrilo / agua para extraer BPA, BADGE y 
compuestos relacionados en alimentos enlatados utilizando detección por LC -
fluorescencia presentó buenas recuperaciones (80-110%) con un LC de 0.9-3.5 µg / kg 
(Alabi et al. 2014) 
Se probaron diferentes fases móviles y flujos para el análisis de PFCs por UHPLC-QTOF-
MS / MS en bolsas de maíz y palomitas de maíz (Moreta et al. 2014). En este trabajo, se 
seleccionó una mezcla de ácido fórmico al 0,8% en ACN y una solución acuosa de ácido 
fórmico al 0,8% para obtener la mejor separación cromatográfica. También se probaron 
dos tampones que consistían en ácido fórmico y formiato de amonio o formiato de sodio. 
Sin embargo, el uso de esos tampones fue descartado. Se seleccionó un flujo de 0,5 ml / 
min porque flujos más altos empeoraron la resolución cromatográfica. Se obtuvieron 
mejores recuperaciones en bolsas de palomitas de maíz para microondas (80-106%) que 
en matrices de alimentos (maíz y palomitas de maíz) (65-105%), aunque se consiguió 
mejor LQ en alimentos (0.2-0.6 ng g) utilizando un QTOF con detector MS / MS (Moreta 
et al. 2014). 
Mattarozzi et al. (2013) desarrollaron un método para el análisis de 22 PAAS en láminas 
de plástico por LC-HRMS, con un LQ entre 0.099-5.45 µg / kg. Los autores utilizaron el 
ácido PFPA como modificador a una concentración de 4.7 mM, asegurando que las 
aminas estuviesen en forma protonada. La optimización del gradiente metanol / agua con 
PFPA permitió una buena resolución de todos los analitos, con valores de RSD inferiores 
al 2%. 
Además, en esta tesis, LC-HRMS también se ha utilizado para la determinación de PAAs 
en utensilios de cocina de nylon (Sanchis et al. 2015). En este caso, se eligió metanol/agua 
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como fase móvil sin modificadores, logrando un LQ de 2.5 µg / kg y RSD inferiores al 
2%. 
Debido a las potentes características analíticas del LC-HRMS existe una clara tendencia 
a su aplicación en este campo, aunque de momento sean escasos los métodos publicados. 
Esta técnica ofrece la posibilidad de detectar cientos de contaminantes polares y además 
de ser una técnica cuantitativa, permite el análisis retrospectivo y la detección de 
sustancias sospechosas (“suspect screening”) o la detección de sustancias desconocidas 
(“non-target analysis”) (Yusa et al. 2015, Mezcua et al. 2012). El uso de analizadores de 
masas de alta resolución como TOF u Orbitrap, para el análisis multiresiduo, se debe 
principalmente a las ventajas de usar el modo de adquisición en “full scan” (escaneo 
completo), combinado con un alto poder de resolución (> 50,000 FWHM) y una exactitud 
de masa < 5ppm (Sanchis et al. 2018, Yusa et al. 2015). Recientemente, se han publicado 
métodos de LC-HRMS con analizador de masas TOF u Orbitrap para el análisis de 
fotoiniciadores (Sanchis et al. 2018), PFCs (Moreta et al. 2014), PAAs (Mattarozzi et al. 
2013, Sanchis et al. 2015), aditivos (Bignardi et al. 2014) y ftalatos (Jia et al. 2014) en 
MCAs. Esta técnica ha permitido la identificación de NIAS, como moléculas 
desconocidas que posiblemente se derivan de la degradación del policarbonato (Bignardi 
et al. 2014) o ftalatos que posiblemente están presentes en utensilios de cocina de nylon 
(Sanchis et al. 2015). 
1.3. Exposición a contaminantes de MCA 
La evaluación de la exposición y del riesgo a contaminantes, es una de las actividades de 
mayor importancia en el campo de la salud pública, que requiere de un esfuerzo de 
investigación conjunto en distintos campos como la toxicología, la química analítica o la 
epidemiología.  
La evaluación de la exposición, así como la evaluación del riesgo a contaminantes 
procedentes de los materiales en contacto con los alimentos (bisfenoles, ftalatos, aminas) 
se realiza mediante la evaluación de la exposición externa o control ambiental, 
determinando los niveles de contaminantes en los distintos medios como aire o alimentos, 
y combinándola con los datos de ingesta o inhalación. Por otra parte, la exposición 
interna, biomonitorización en humanos, se evalúa midiendo los contaminantes en fluidos 
biológicos y también se compara con los valores de referencia para evaluar el riesgo. Un 





















Figura 7. Estrategias para la evaluación de la exposición a contaminantes 
 
Exposición externa 
La presencia de un contaminante en el medio ambiente (agua, aire y alimentos) que rodea 
un individuo puede originar la exposición de éste al contaminante. La consecuencia de 
esta exposición es que cierta cantidad del contaminante podrá alcanzar o incorporarse al 
organismo del individuo, produciendo determinados efectos sobre la salud de éste. 
Mediante la metodología de la exposición externa, se estima la exposición midiendo los 
niveles de contaminantes en alimentos, agua o aire y combinándolos con la ingesta o 
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cual se dice que la exposición es más o menos intensa según sea la magnitud de la 
concentración del contaminante y la cantidad o nivel de ingesta del alimento que lo 
contiene ( Bartual et al. 2016). Los alimentos constituyen la principal ruta de entrada en 
el cuerpo humano de gran parte de los contaminantes presentes en los MCA y que pueden 
migrar a los alimentos. Estudios como los de dieta total para contaminantes específicos y 
la monitorización de ftalatos y bisfenoles o derivados epóxidos procedentes del plástico 
(Zhu et al. 2013 , Cacho et al. 2012, Yang et al. 2015, Gallart-Ayala et al. 2011), 
posibilitan el conocimiento de la contaminación de los alimentos y la ingesta en una 
población determinada. Mediante la comparación con los estándares toxicológicos 
(ingesta diaria admisible IDA, ingesta diaria tolerable TDI, etc.) es posible llevar a cabo 
una evaluación de la exposición y una caracterización del riesgo (Marín 2014). 
Exposición interna 
Un segundo enfoque para evaluar la exposición es la biomonitorización en humanos 
(exposición interna) que consiste en una medida de los contaminantes en los fluidos 
biológicos. La cantidad del contaminante que incorpora el individuo constituye la dosis 
absorbida o dosis interna. La cantidad de tóxico que, como consecuencia de aquella dosis, 
alcance un determinado compartimento u órgano del cuerpo del individuo constituirá la 
dosis local recibida por el mismo y será la causante de los efectos del tóxico (Beser et al. 
2019, Marín et al. 2018, Pérez et al. 2017). 
La biomonitorización en humanos de contaminantes procedentes de materiales plásticos 
o envases ha sido estudiada particularmente para ftalatos y bisfenoles en los últimos años 
(Arbuckle et al. 2015, Dereumeaux et al. 2016, Myridakis et al. 2015, Vandentorren et al. 
2011). 
Para la correcta evaluación de la exposición interna, la biomonitorización en humanos es 
una herramienta de gran utilidad. Se realizan mediante una sistemática y protocolizada 
recogida de muestras biológicas que permiten el análisis de las concentraciones de los 
contaminantes y/o sus metabolitos (biomarcadores de exposición), así como, la 
comparación de los niveles observados con valores de referencia basados en salud para 
obtener una mejor valoración de la exposición interna y una completa evaluación del 
riesgo (Barr et al. 2005, Pérez et al. 2017, Marín et al. 2018). 
Es indispensable seleccionar tanto la matriz biológica como los biomarcadores más 
adecuados para cada tipo de contaminante, así como disponer de métodos analíticos 
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fiables, aplicados bajo estrictos protocolos de calidad, además de disponer de referencias 
para la interpretación de los resultados (Angerer et al. 2007, Pérez et al. 2017).  
La sangre (plasma, suero) es la matriz idónea para muchos contaminantes persistentes 
lipofílicos como los pesticidas organoclorados (aldrin, dieldrin, clordano...), difenilos 
polibromados (PBDE’s) o policlorados (PCB´s), ya que está en contacto con todos los 
tejidos y con los órganos donde se pueden depositar estos compuestos (Yusa et al. 2015). 
Sin embargo, se trata de una técnica invasiva.  
Por otro lado, la orina se considera una matriz de gran interés para el análisis de 
contaminantes no persistentes, contaminantes hidrófilos que se excretan rápidamente 
como los fenoles, metabolitos de los ftatalos (Fromme et al. 2007, Beser et al. 2019) o de 
los insecticidas piretroides (Yusa et al. 2015). La orina es fácil de recoger y no es una 
técnica invasiva. El desarrollo de nuevas metodologías analíticas está permitiendo el uso 
de otras matrices como pelo, uñas, saliva y leche materna, sin embargo, son necesarios 
más estudios para establecer correlaciones entre las concentraciones en las matrices y 
carga total en el cuerpo (Esteban et al. 2009) 
Los programas de biomonitorización y la mayoría de los estudios utilizan 
fundamentalmente biomarcadores de exposición entre los que se encuentran aquellos 
contaminantes o sus metabolitos a los que se presta una mayor atención para evaluar sus 
dosis internas tales como: fenoles, metales (Pérez et al. 2019, Roca et al. 2016), 
plaguicidas (Yusa et al. 2015), hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH’s), dioxinas, 
difenilos polibromados (PBDE’s), compuestos perfluorados y ftalatos entre otros. 
En la presente Tesis Doctoral se aborda la puesta a punto de nuevas metodologías 
analíticas para la investigación de algunos grupos de contaminantes procedentes de MCA 
en varias matrices que permiten la evaluación tanto de la exposición interna como externa. 
Referente a la exposición externa se han estudiado diferentes familias de compuestos: 
aminas, fotoiniciadores, BADGEs y PFCs en simulantes de distintos tipos de alimentos y 
en plásticos y otras sustancias no deseables (NIAS) en simulantes y materiales. Por otro 
lado, respecto a la exposición interna se han realizado estudios para biomonitorización en 
orina humana de contaminantes poco estudiados hasta el momento, como lo son los 
bisfenoles F y S además del bisfenol A que ya ha sido más estudiado, y los parabenos. 
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La presencia de contaminantes orgánicos en materiales en contacto con alimentos (envases, 
embalajes, utensilios…) puede suponer un riesgo de migración de éstos a los alimentos, y ser una 
fuente de exposición humana a los mismos. 
La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el desarrollo de nuevas metodologías 
analíticas basadas en la cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de masas para la 
determinación de contaminantes orgánicos procedentes de los materiales destinados a entrar en 
contacto con alimentos. 
Este objetivo principal se compone a su vez de los siguientes objetivos específicos: 
1. Realizar una revisión crítica del estado actual de las metodologías analíticas para la 
determinación de contaminantes orgánicos presentes en los materiales en contacto con los 
alimentos. 
2. Desarrollo de una metodología analítica que combine el análisis cuantitativo de aminas 
aromáticas con un cribado amplio de contaminantes sospechosos, en utensilios 
alimentarios de poliamida.  
3. Desarrollo de una metodología analítica para la determinación cuantitativa de aminas 
aromáticas y fotoiniciadores, y el análisis retrospectivo de contaminantes en envases 
alimentarios.  
4. Diseño de una estrategia analítica para la determinación cuantitativa de bisfenoles (BPA, 
BPF y BPS) y parabenos (MP, EP, PP, BP) en orinas. 
5. Evaluación de la exposición interna a bisfenoles y parabenos en una población de madres 
lactantes 
 
    
    
    
3. Material y métodos 
3. MATERIAL Y MÉTODOS 
113 
3.1. Materiales, reactivos, patrones y equipos 
3.1.1. Materiales  
• Vasos de precipitados de vidrio 500 y 250 ml 
• Papel aluminio 
• Gomas 
• Pipetas Pasteur 
• Tubos de vidrio de topacio de 15ml con tapones de rosca 
• Homogeneizadores cerámicos para tubos de 50 ml de Agilent 
• Tubos falcon de 50 ml  
• Tubos de polipropileno de 15ml con tapones de rosca 
• Tubos eppendorf de 0,5 ml para microcentrífuga con filtros de 0,22 mm.  
• Probeta graduada de 500 ml 
• Matraces aforados clase A de 5,10, 25, 50 y 100 ml 
3.1.2. Reactivos 
• Metanol para análisis de residuos (PAR) y LC-MS 
• Acetonitrilo para análisis de residuos (PAR) y LC-MS 
• Acetato de etilo para análisis de residuos (PAR) 
• Agua grado HPLC 
• Ácido acético suprapur  
• Ácido fórmico suprapur 
• Acetato amónico para HPLC (97%).  
• Formiato amónico solución Ultra (100 ml, 10M en agua).  
• Enzima hidrolítica -glucuronidasa aril sulfatasa 
• Cloruro sódico 
• Hidróxido sódico 
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• QuEChERS salt Kit EN (4 g MgSO4, 1 gr de NaCl, 1 gr de citrato sódico, 0.5 gr de citrato 
sódico sesquihidrato) de Agilent Technologies. 
3.1.3. Patrones 
Los patrones utilizados en los métodos analíticos de la presente Tesis Doctoral corresponden a 
distintas familias de contaminantes (aminas, derivados epoxídicos, fotoiniciadores, PFAs, PFRs, 
bisfenoles y parabenos). 
Los compuestos utilizados en cada grupo de familias son los siguientes: 
Aminas: 2, 6 toluendiamine 98% (2-6 TDA), 2, 4 toluendiamine 98% (2-4 TDA), anilina 98% 
(ANL), 1,5 Naphtalenediamina 99% (1-5 DAN),1, 3 phenylenediamine (m-PDA) 99%, 4, 4 ' 
diaminonaphenylether (4, 4 ' DPE) 98%, y 3, 3 ' dimetilbenzidina (3,4 ' DMB) 98%, fueron 
suministradas por Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
Derivados epoxídicos: Bisfenol A diclicidil éter (BADGE) > 95%, Bisfenol F diclicidil éter 
(BFDGE) > 95%, Bisfenol A (2,3-dihidroxipropil) glicidil éter (BADGE· H2O) >95%, Bisfenol A 
bis(2,3-dihidroxipropil) glicidil éter (BADGE· 2H2O) >95%, Bisfenol A (3-cloro-2-hidroxipropil) 
glicidil éter (BADGE·HCl) > 95%, Bisfenol A bis (3-cloro-2-hidroxipropil) éter (BADGE·2HCl) 
>95%, Bisfenol A (3-cloro-2-hidroxipropil) (2,3-dihidrocropil) éter (BADGE· HCl· H2O) >95%, 
fueron suministrados por Fluka (Buchs, Suiza). 
Fotoiniciadores de alta pureza: 1-hidroxiciclohexyl fenil cetona 99% (HCPK), 2, 2-dimetoxi-2-
Fenilacetofenona 98% (DMPA), 2,4-Diethyl9H-tioxanthen-9-1 98% (DETX), 2-ethylhexyl 4-
dimetilamino-benzoato 98% (EHDAB), 2- Hidroxi-2-metilpropiophenona 99% (HMPP), isopropil 
Thioxanthone 99% (ITX), 4,4 '-bis-dimetilamino-benzofenona 98% (DEAB), 4-benzoyibifenilo 
98% (PBZ) y benzophenona 99% (BP), suministrados por Sigma Aldrich (Barcelona, España) y 
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). 
Retardantes de llama (PFR): 2-etilhexil difenil fosfato (EHDPP), tris (2-coloroisopropil) fosfato 
(TCPP) y trifenil fosfato (TPhP) de alta pureza (> 95%) y suministrados por el Dr. Ehrenstorfer 
(Ausburg, Alemania) y Sigma-Aldrich (Barcelona, España). 
Los compuestos perfluorados (PFAS), ácido perfluorooctanoico (PFOA) y sulfonato de 
perfluorooctano (PFOS) de purezas > 95% se obtuvieron de Wellington Laboratories (Guelp, ON, 
Canadá). 
 
3. MATERIAL Y MÉTODOS 
115 
Fenoles: Bisfenol A 97% (BPA), Bisfenol F 98% (BPF) y Bisfenol S >95% (BPS), suministrados 
por el Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
Parabenos: Metilparabeno > 95% (MP), Etilparabeno > 95% (EP), Propilparabeno > 95% (PRP) 
y butilparabeno >95% (BP) suministrados por Sigma-Aldrich (Barcelona, España). Sal sódica de 
bisfenol S monosulfato, bis (4-hidroxifenil) sulfona O-β-D-glucurónido Sal sódica, bisfenol F 
mono-β-D-glucurónida, bisfenol F monosulfato sódico sal, bisfenol A monosulfato sódico sal, 
bisfenol A β-D -Glucuronide fue suministrado por Toronto research Chemicals (Canadá). 
3.1.4. Equipos 
• Estufa para migración Selecta calibrada con rango de temperaturas hasta 110ªC 
• Placa calefactora (Mettler-Toledo) 
• Evaporador TurvoVap LV (Zymark Corporation, Framingham, MA) 
• Balanza analítica de precisión 0,0001 g (Mettler-Toledo)  
• Microcentrífuga con refrigeración 13000 rpm (Eppendorf) 
• Centrífuga de 11000 rpm (Jouan) 
• Centrífuga de 4000 rpm (Beckman) 
• Micropipetas de volumen variable entre 10-100 l, 20-200 l, 100-1000 l y 1-10 ml 
• Agita tubos Heidolph 
• Congelador < -20C 
• Refrigerador  10C 
• Sonda de Temperatura calibrada en rango 70-110C y con resolución de 1C. 
• Phmetro Metler Toledo. 
• Sistema HPLC–MS/MS con espectrómetro de masas tándem de triple cuadrupolo (QqQ-
MS), que consiste en un inyector automático Finnigan Surveyor, una bomba binaria LC y 
un detector de triple cuadrupolo TSQ Quantum Ultra (Thermofisher Scientific®, Bremen, 
Alemania)  
• Sistema UHPLC (HR-Orbitrap-MS), con espectrómetro de masas de alta resolución, 
equipado con inyector automático, bomba modelo Accela, una interfaz de ionización por 
electro espray (HESI-II) y detector de masas Orbitrap MS de una etapa (Exactive ™, 
Thermofisher Scientific®, Bremen, Alemania). 
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3.2. Toma de muestras y conservación 
3.2.1. Muestras de orina 
Las muestras de orina analizadas en la presente Tesis fueron tomadas en el contexto del proyecto 
“Bettermilk” que tiene como principal objetivo la estimación de la exposición de niños lactantes 
alimentados con leche materna a contaminantes prioritarios, y a contaminantes emergentes. 
También tiene como objetivo realizar una estimación de la exposición a estos contaminantes en la 
madre, mediante el análisis de biomarcadores de exposición en orina y pelo. 
El protocolo de muestreo, transporte y almacenamiento de las muestras de orina se establecieron 
de acuerdo con las guías internacionales del grupo de expertos de apoyo en materia de protocolos 
para la biomonitorización en Europa (ETSBEP 2015 ). Las muestras utilizadas corresponden a la 
primera orina de la mañana de madres lactantes, las muestras de orina se tomaron a las 2, 5 y 8 
semanas después del parto. Las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4C y se transportaron al 
laboratorio dentro de las dos horas siguientes. Una vez recibidas, cada muestra se dividió en 
alícuotas de 10 ml y se congelaron a <-70ºC en el biobanco hasta su análisis. 
3.2.2. Muestras de utensilios de poliamida y envases 
Los envases destinados a contener alimentos fueron suministrados por dos Industrias de la 
Comunidad Valenciana durante el año 2016: Tetrabriks destinados a contener zumo (con pH <4.5) 
y zumo con leche (con pH> 4,5), además de bolsas destinadas a contener postres lácteos infantiles 
y bolsas para contener mosto de fruta (con pH> 4,5).  
Los utensilios de cocina de poliamida fueron recogidos por las autoridades sanitarias en puntos de 
consumo de la Comunidad Valenciana dentro del Plan de vigilancia en seguridad alimentaria 
(VISA). Las muestras se conservaron a temperatura ambiente y resguardadas de la luz hasta su 
análisis.  
3.3. Tratamiento de muestras 
 En la presente Tesis se han utilizado tres estrategias de preparación de muestras correspondientes 
a cada una de las combinaciones matriz-analitos (Ver figura 8). 
a) Para la extracción de PAAS en utensilios de poliamida se ha utilizado el método 
estandarizado descrito en la guía europea EUR 24815 EN 2011 
b) Para la extracción de fotoiniciadores y PAAS en distintos envases y embalajes, se ha 
utilizado el método estandarizado cuyas condiciones de migración figuran en el reglamento 
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de la UE 10/2011, en el que los envases y muestras se someten a migración por inmersión 
total o por contacto con simulante, de la superficie del material sujeta a entrar en contacto 
con el alimento, según tablas 2, 3 y 4 detalladas en la introducción. 
c) En el caso de las muestras de orina humana su tratamiento se realizó de dos formas: la 
primera consistió en una simple dilución tras la hidrólisis enzimática de la orina, y en la 
segunda se realizó una extracción con QUECHERS sin purificación. Se compararon ambos 
métodos en términos de exactitud y precisión. 
En todos los métodos de preparación de muestra se han evitado las etapas de purificación con 
objeto de obtener métodos genéricos que puedan aprovechar el potencial del LC-HRMS para el 
análisis retrospectivo y la búsqueda de sustancias desconocidas. Al mismo tiempo se minimiza el 
consumo de disolventes y el tiempo de preparación de la muestra.















    
B: AcH 3%: Ácido acético 3%, D1: Etanol al 50%, DCM: diclorometano, L-L: líquido-liquido, Nacitrato: citrato sódico, SCDS: citrato disódico sesquidihrato. 
 
Figura 8. Métodos de preparación/extracción de muestra utilizados









multicapa D1 20 10 
Bolsa D1 40 10 
-Inmersión total en simulante B 
(AcH 3%) durante 2 h a 100ºC, 
según EUR 24815 EN 2011 
 
 
4 ml de la solución migrada 
+ 250µl de NaOH. 
 
Método estandarizado Método de inmersión total 
Cortar en 1cm2 sumergir en 100ml de 
AcH 3%(B) 2h a 70ºC 
 
6ml extracto + 2 ml DCM (L-L) 













Fotoiniciadores y PAAS  
Tetrabriks: zumo y leche 
Bolsas: pulpa de fruta 
Envases: derivado lácteo 
 
CAPITULO 3 
Bisfenoles y parabenos en 
Orina 
5 ml de orina + hidrólisis 
enzimática + 8 ml de ACN, 4g 
MgSO4+1 g NaCl+1g Na 
citrato+0.5 g de SCDS 
 
 
Evaporación en concentrador de N2 
200µL MeOH:H2O 
(10/90) 
Filtrar por 0,22 µm 
TSQ-LC-MS/MS 
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3.4. Separación y detección analítica 
En todas las metodologías desarrolladas en la presente Tesis Doctoral, la separación 
cromatográfica tiene lugar mediante cromatografía liquida, empleando columnas 
analíticas de tamaño de partícula inferior o igual a 2.6 m de diámetro (UHPLC), que 
consiguen una buena resolución cromatográfica sin producir una presión excesiva en el 
sistema. 
El sistema de detección empleado en los métodos para PAAS y fotoiniciadores en 
utensilios de poliamida y distintos tipos de envases y embalajes es la espectrometría de 
masas de alta resolución con analizador Orbitrap (HR-Orbitrap-MS).  
En el caso de la determinación de bisfenoles y parabenos en orinas se ha utilizado un 
analizador de masa de triple cuadrupolo, trabajando en masas en tándem (MS/MS).  
En ambos sistemas, HPLC-MS/MS (TSQ Quantum) y HR-Orbitrap-MS, la interfase entre 
el HPLC y el analizador de masas está compuesta por la fuente de ionización, que permite 
la generación de iones tanto por electro nebulización (ESI), como mediante ionización 
química a presión atmosférica (APCI, Atmospheric Pressure Chemical Ionization). El 
proceso de ionización mediante ESI favorece el paso de iones formados previamente en 
disolución a iones en fase gaseosa y es el más utilizado en la cromatografía líquida 
acoplada a la espectrometría de masas. Sin embargo, en el caso de la APCI se favorece el 
paso de los iones en fase gaseosa ionizados a presión atmosférica. Los iones generados 
en esta interfase se introducen en el analizador. 
Del enfoque analítico utilizado para la determinación de bisfenoles y parabenos en orinas 
HPLC-MS/MS (TSQ Quantum), cabe destacar la sensibilidad de estos equipos. Con ellos 
los límites de detección pueden llegar a ser muy bajos, en el rango de 0.03 ng·mL-1 a 0.06 
ng·mL-1. 
El uso de HRMS, que es el utilizado en la determinación de aminas y fotoiniciadores en 
materiales en contacto con alimentos, se debe principalmente a las ventajas de utilizar el 
modo de adquisición de barrido completo con alta sensibilidad combinada con alta 
capacidad de resolución (> 20.000 FWHM) y medición de la masa exacta (< 5 ppm), lo 
que permite una elevada selectividad y el posterior análisis retrospectivo. 
Actualmente, los equipos HRMS de mayor uso en los laboratorios analíticos utilizan la 
tecnología de tiempo de vuelo (TOF) o la tecnología Orbitrap, ésta última utilizada en la 
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presente tesis. Estos equipos permiten combinar target análisis (análisis dirigido) y 
“suspect screening” (cribado de sospechosos) (Aceña et al. 2015, Núñez et al. 2012). 
Mediante el análisis no dirigido, todo m/z dentro del rango definido se registra durante 
todo el análisis, por lo que se guardan los datos del espectro completo. La característica 
principal del “suspect screening” (cribado de sospechosos) es que el conjunto de datos 
del espectro completo permite el análisis retrospectivo de la muestra incluso años después 
de la adquisición de datos. 
En los capítulos 1 y 2 de la presente tesis se ha utilizado HRMS-Orbitrap con el objetivo 
de realizar el análisis retrospectivo y el “suspect screening” en materiales en contacto con 
alimentos. 
Los detalles del método cromatográfico y de detección utilizados en la determinación de 
las moléculas de interés en los métodos desarrollados en la presente tesis (Capítulos 1-4) 
se detallan en la tabla 13.  
Tabla 13. Métodos cromatográficos, detección y softwares utilizados 
HCD: Disociación inducida por colisión de alta energía, (1) y (2) software para el control instrumental, procesado y 
tratamiento de datos, (3) software para el diseño de experimentos y estadística, (4) software para la predicción de 





CAPITULO 2 (Tetrabriks, 
bolsas y envases) 





Fotoiniciadores y aminas 
aromáticas primarias 
Bisfenol A, F, S y parabenos 
Cromatografía UHPLC UHPLC HPLC 
Analizador HRMS HRMS QqQ (MS/MS) 
Columna cromatográfica 
Phenyl hexil C18 
(100 x2.1 mm) 2.6 
µm  
Hypersild gold aQ (100 x2.1 
mm) 1.9 µm 
Luna C18 (150 x2 mm) 5 µm   
Modo adquisición 
Full scan 50-800 Da 
ESI + sin/con HCD 
(20 eV) 
Full scan 65-500 Da 
- ESI + sin/con HCD (20 eV) 
en el análisis target 
- ESI +/- sin HCD en el 
postarget 
- APCI (-) Modo MS/MS 




A: H2O con 0.1 % HCOOH 
B: MeOH con 0.1 % HCOOH 
APCI, A: H2O; B: MeOH 
ESI, A: H2O con 5Mm de acetato 
amónico; B: MeOH 
Software 
Xcalibur 2.0(1) 





Trace Finder 3.1(2) 
MINITAB Release 14(3) 
MassFrontier(4) 
Xcalibur 2.0(1) 
Trace Finder 3.2(2) 
MINITAB Release 14(3) 
MassFrontier(4) 
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3.5. Criterios de identificación y confirmación 
La correcta identificación y confirmación de las sustancias analizadas es una parte de los 
criterios de calidad exigible a los métodos analíticos. A continuación, se describen los 
criterios de identificación y confirmación empleados en los distintos trabajos de esta Tesis 
Doctoral. Todos los criterios de identificación y confirmación siguen las directrices de la 
guía SANTE/11813/2017. 
3.5.1. Criterios de identificación y confirmación para PAAs y fotoiniciadores 
por UHPLC-HRMS  
Para la identificación de los analitos, se siguen los siguientes criterios:  
• Desviación de masa del ion molecular < 5 ppm respecto a la masa teórica del ion 
molecular 
• Desviación de masa del fragmento < 5 ppm respecto a la masa teórica del 
fragmento 
• Perfil isotópico similar al teórico con una tolerancia del 30%.  
• El tiempo de retención de la muestra debe ser ± 0.1 min al tiempo de retención 
del patrón.   
3.5.2. Criterios de identificación y confirmación para bisfenoles y 
parabenos por LC-MS/MS 
Para la identificación y confirmación de las moléculas, se siguen los siguientes criterios:  
• Detección de dos transiciones SRM por analito 
• La diferencia en el tiempo de retención entre la muestra y el patrón no puede ser 
superior a 2.5 %.  
• La diferencia de abundancia relativa de las transiciones en las muestras no puede 
ser mayor al 20 % de la diferencia obtenida en los patrones.  
• La señal/ruido (S/N) de las dos transiciones ha de ser mayor a 3.  
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3.5.3. Criterios de identificación y confirmación para análisis retrospectivo 
de plásticos por UHPLC-HRMS 
El screening de sospechosos se realiza mediante herramientas automatizadas, usando el 
programa TraceFinder. Los parámetros empleados fueron los siguientes: a) para el ion 
molecular, un umbral de 10000, con una S/N de 5, y una desviación de masa exacta 
inferior a 5 ppm; b) para los fragmentos, un umbral mínimo de 5000 con una S/N de 5, y 
una desviación de masa exacta inferior a 5 ppm; c) para el perfil isotópico un porcentaje 
de fit threshold del 90 %, con una intensidad relativa permitida del 30 %, y una desviación 
de la exactitud de masa de 5 ppm.   
Para la identificación de los analitos, se siguen los siguientes criterios:  
• Desviación de masa del ion molecular < 5 ppm respecto a la masa teórica del ion 
molecular 
• Desviación de masa del fragmento < 5 ppm respecto a la masa teórica del 
fragmento 
• Perfil isotópico similar al teórico con una tolerancia del 30%. 
Para la confirmación de los analitos se utilizan patrones, y se comparan los tiempos de 
retención. El tiempo de retención de la muestra debe ser ± 0.1 min al tiempo de retención 
del patrón. 
3.6. Diseño del estudio de biomonitorización y evaluación del riesgo 
Una de las estrategias analíticas desarrolladas en esta tesis se ha aplicado a las muestras 
de orina de madres lactantes del proyecto “Bettermilk” en la Comunidad Valenciana. En 
la recolección de muestra, se obtuvo información sobre las características personales, la 
dieta y el estilo de vida de las madres participantes a partir de cuestionarios. 
3.6.1. Tratamiento estadístico  
En el estudio sobre la biomonitorización humana de parabenos y bisfenoles (Capítulo 4) 
se aplicó un análisis estadístico con el fin de estudiar las posibles asociaciones entre los 
niveles de bisfenoles y parabenos en orina con las variables físicas, sociodemográficas, 
de dieta y cuidados personales, obtenidos mediante cuestionarios.  
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El análisis estadístico se realizó utilizando el software R (versión 3.4.0). Los niveles de 
parabenos y bisfenoles en la orina por debajo del límite de cuantificación se estimaron 
siguiendo el método de máxima verosimilitud descrito en (EFSA 2010). Este método se 
basa en el supuesto de que los datos se distribuyen de acuerdo con una determinada 
distribución paramétrica y estima los parámetros de esta distribución de modo que se 
maximice la probabilidad de obtener la respuesta de la muestra observada. Se asumió una 
distribución log-normal para los niveles de parabenos y bisfenoles en la orina. 
En primer lugar, se realizó un análisis descriptivo de todas las variables. Las variables 
cualitativas fueron descritas por frecuencias absolutas y porcentajes. Las variables 
cuantitativas se resumieron por su mediana y rango. Además, los niveles de parabenos y 
bisfenoles en la orina se resumieron calculando los percentiles mínimos, 25, 50, 75 y 95, 
medias aritméticas y geométricas, desviación máxima y estándar. Se utilizó el test de 
correlación de Spearman para estudiar la correlación entre los niveles de los diferentes 
tipos de parabenos y bisfenoles en la orina. 
Se consideró la transformación logarítmica de los niveles de parabenos y bisfenoles para 
obtener la normalidad de las variables de respuesta y a partir de ésta, se construyeron 
modelos de regresión lineal simple y múltiple. La relación de la exposición a parabenos 
y bisfenoles con posibles determinantes (covariables y factores de confusión) se estudió 
mediante estas técnicas de regresión. Los factores de confusión son variables definidas a 
priori y que están relacionadas con el biomarcador (edad, consumo de alimentos 
envasados, uso de cosméticos); las covariables son posibles determinantes cuya relación 
con los niveles de parabenos y bisfenoles se probó dentro de la población de estudio. 
Todos los factores de confusión y covariables se pusieron en el análisis y modelos como 
cuantitativo (parámetros antropométricos), semicuantitativo (dieta) y variables 
categóricas o cualitativas (uso de cosméticos). 
Los modelos de regresión múltiple se construyeron teniendo en cuenta las variables con 
p-valor inferior 0.05 obtenidas de los modelos de regresión simple y siguiendo un 
procedimiento de selección de variable hacia atrás basado en el criterio de información 
Bayesiano (BIC) (EFSA 2010). 
Para que los resultados de los modelos de regresión puedan considerarse válidos, los 
residuos del modelo (diferencia entre los niveles de contaminantes observados y los 
predichos por el modelo) deben de verificar una serie de hipótesis: normalidad, media 0, 
varianza constante e independencia. 
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Habitualmente se consideran transformaciones de las variables respuesta los niveles de 
contaminantes que ayudan a que los residuos sigan una distribución normal. En todos los 
casos, MP, EP, PP y BPA se verifican las hipótesis de los residuos de los modelos todos 
los compuestos siguen una distribución logarítmico normal. 
3.6.2. Cálculo de la ingesta diaria estimada y del índice de riesgo.  
Para el cálculo de la ingesta diaria estimada (IDE) basado en datos de las concentraciones 
biomonitorizadas, se aplica un modelo toxicocinético comúnmente utilizado (Ecuación 










C, concentración de bisfenoles o parabenos; Vorina, el volumen urinario total excretado 
en 24 h; F, factor de excreción urinaria del compuesto; Peso, el peso corporal de 
referencia. La concentración considerada corresponde al percentil 95 del estudio 
realizado. El volumen de orina para adultos considerado fue de 1.50 L (Dirtu et al. 2013) 
y el peso corporal de 70 kg (WHO 2006). Al no disponer de factor de excreción urinario 
en la bibliografía para los parabenos, se consideró 1 cómo valor optimista y 0.25 cómo 
pesimista. 
El HQ es la relación entre la ingesta diaria estimada y el nivel en el que no se esperan 
efectos adversos, como una IDA (ingesta diaria admisible). Si HQ > 1, la concentración 
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4.1. Capítulo 1. Análisis de aminas aromáticas primarias combinado con un 
método de cribado amplio de sustancias que pueden migrar desde 
utensilios de cocina de poliamida por UHPLC-HRMS 
4.1.1. Resumen 
Las aminas aromáticas primarias (PAAS) aparecen en los materiales en contacto con los 
alimentos debido a su utilización en la fabricación de múltiples polímeros, cómo los 
poliuretanos, que a su vez se emplean en los envases para alimentos, y en los utensilios 
de cocina de poliamida (Trier et al. 2010). 
Las aminas cuando migran pueden permanecer inalteradas o, debido a su alta reactividad, 
formar nuevos compuestos con otras sustancias. Estas nuevas sustancias formadas son 
completamente desconocidas y no están evaluadas toxicológicamente, pudiendo 
representar un riesgo para la salud de los consumidores, con lo que deberían ser 
identificadas y cuantificadas (Pezo et al. 2012). 
Cada año se producen notificaciones y alertas alimentarias por incumplimiento de 
requisitos en artículos de plásticos procedentes de países que exportan a la Unión 
Europea. La última notificación que consta en el sistema de alertas de la Comisión 
Europea (RASFF) es de abril del 2019 en utensilios de poliamida en Italia. Estos 
incumplimientos se han relacionado con la liberación de aminas aromáticas primarias y 
formaldehido a los alimentos a partir de envases de plástico de compuestos de poliamida 
y melamina, respectivamente. Por ello, la Unión Europea ha puesto en marcha numerosas 
iniciativas y ha establecido medidas específicas para minimizar los riesgos derivados de 
estos materiales plásticos. 
Las citadas medidas específicas se recogen en el Reglamento EU 284/2011 de la 
Comisión, de 22 de marzo de 2011, por el que se establecen condiciones específicas y 
procedimientos detallados para la importación de artículos plásticos de poliamida y 
melamina. Además el Reglamento EU 10/2011, establece los límites de migración para 
sustancias procedentes de plástico a alimentos, concretamente este límite es de 0.01 mg 
de sustancias por kilogramos de alimento o simulante y se aplica a la suma de aminas 
aromáticas primarias (ANL, 2-4 TDA, 2-6 TDA, 4-4 MDA, 1-5 DAN, m-PDA, 3-3 DCB 
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y 4-4’ DPE), por lo que, es necesario un control oficial para verificar el cumplimiento de 
la legislación vigente. 
En la literatura revisada se detecta la falta de métodos multianalito para la determinación 
de las aminas. La mayoría de los métodos descritos son procedimientos largos, tediosos 
que analizan las aminas, particularmente la Anilina, de forma individual. Brede et al 2003, 
aplicó tres técnicas distintas HPLC-UV, GC-MS y métodos espectrofotométricos para la 
determinación de la Anilina en utensilios de poliamida. Posteriormente, muchos métodos 
para la determinación de PAAs han sido publicados empleando técnicas como: GC/MS 
con derivatización (Kawakami et al. 2010) y electroforesis capilar (Wang et al. 2009), 
(García Lavandeira et al. 2010).  
Por otro lado Schubert et al. (2011), McCall et al. (2012) utilizaron LC acoplado a una 
espectrometría de masas en tándem (MS). Se necesitan métodos analíticos para la 
determinación simultánea de aminas que faciliten el análisis en los laboratorios de control. 
Esta necesidad de métodos analíticos cada vez más sensibles, que abarquen gran número 
de compuestos y que además permitan el análisis retrospectivo es lo que lleva al 
desarrollo de una metodología genérica por UHPLC-HRMS.  
En este capítulo (artículo 1), el principal objetivo es el desarrollo de una estrategia 
analítica adecuada para el análisis de aminas aromáticas primarias procedentes de 
utensilios de cocina de poliamida empleando la cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas de alta resolución (UHPLC-HRMS). Esta estrategia está basada 
en dos etapas diferenciadas: i) análisis cuantitativo de compuestos conocidos (PAAs) 
(Target análisis o análisis dirigido) y, ii) análisis “suspect screening” (cribado de 
compuestos sospechosos) de contaminantes procedentes de los plásticos a partir de la 
creación de una base de datos de 77 compuestos tales como, derivados epóxidos, 
fotoiniciadores, plastificantes, NIAS y ftalatos (figura 9).  
En el presente trabajo, la extracción de aminas primarias de los utensilios de poliamida 
se realizó conforme al Reglamento 10/2011, por migración estandarizada. Las 
condiciones de temperatura, tiempo de contacto y simulante del ensayo fueron de 2 horas 
a 100 ºC y simulante B (Ácido Acético al 3%). La metodología analítica ha sido aplicada 
a 10 muestras de utensilios de cocina de uso repetido procedentes de distintos puntos de 






Figura 9. Estrategia de análisis de aminas primarias (PAAS) en utensilios de poliamida. 
4.1.2. Discusión de resultados 
a. Optimización de los parámetros de la fuente de ionización (ESI) 
La separación cromatográfica se optimizó con el estudio de cuatro columnas 
cromatográficas C18 y varios eluyentes. Se seleccionó la columna Phenyl hexyl (100 x 
2,1mm) de 2.6 m, con un gradiente binario de metanol agua que proporciona una 
adecuada separación y formas de pico de los analitos de interés, especialmente de los 
isómeros 2,4 y 2, 6 TDA.  
Como resultado del diseño estadístico de experimentos se establecieron los parámetros 
más relevantes de la fuente de ionización. De los siete parámetros seleccionados para la 
optimización, la presión del gas auxiliar (AG), el voltaje del capilar (CV) y voltaje del 
skimmer (SKV), resultaron parámetros no significativos como resultado del cribado 
mediante un diseño de experimentos de Plackett-Burman (PB). Los valores para estos 
parámetros se establecieron en el punto medio del rango estudiado. Mediante diseño de 
compuesto central (CCD) se obtuvieron los valores óptimos para los cuatro factores 
significativos: presión de gas envolvente (SGP), temperatura del capilar (CT), el voltaje 
de espray (SV) y la temperatura de calentamiento (HT). En la tabla 14 se muestran los 
resultados óptimos obtenidos del diseño estadístico de experimentos para todos los 
parámetros estudiados. 
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b. Estudio de fragmentación HCD 
El estudio del impacto de diferentes energías de colisión (0, 10, 15, 20, 25 y 30 eV) en la 
respuesta de fragmentos e ion molecular se realizó con el fin de optimizar la señal de 
ambos iones. En el caso del 2,6 TDA la energía óptima de fragmentación es 17 eV. Por 
el contrario, en la mayoría de los casos como por ejemplo 1,5 DAN, ANL, m-PDA esta 
energía resulta demasiado baja (figura 10).  
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Se estableció una energía óptima de colisión de 20 eV de manera que la respuesta en área 
para la mayoría de los analitos tanto para el ion molecular como el fragmento 
representativo fuera la más favorable. 
c. Efecto matriz y validación 
En la mayoría de los casos se observó una supresión iónica. Las aminas con mayor 
supresión iónica fueron la anilina y la m-PDA, con valores entre el 20 y 50%. Las aminas 
4,4’DPE, 2,4-TDA, 2,6 TDA y 1,5DAN, presentaron un efecto matriz (ME) moderado 
con valores en el rango de 60-80%. Los únicos analitos que no presentaron efecto matriz 
fueron los 4,4’ MDA y 3,3’ DMB. A la vista de estos resultados, puede resultar adecuada 
una etapa de purificación adicional a la extracción. Sin embargo, la inclusión de esta etapa 
va en perjuicio de una extracción genérica necesaria para el análisis retrospectivo de un 
amplio número de compuestos. Por otro lado, este efecto matriz puede ser compensado y 
corregido mediante otras vías como el uso de estándares internos o calibración sobre 
matriz. En este trabajo, dichos métodos de corrección fueron utilizados para la obtención 
satisfactoria de resultados cuantitativos. Las recuperaciones para la mayoría de los 
analitos, incluso para los compuestos con ME alto, varían en un rango de 78-120% con 
coeficientes de variación < 15%, para los tres niveles validados (límite de cuantificación, 
intermedio y alto). Los resultados para cada amina se detallan en el artículo científico. 
d. Análisis target y “suspect screening” de muestras reales 
Previo a la puesta a punto del método cromatográfico se construyó una base de datos 
amplia de 77 analitos objeto de investigación. En esta base de datos se incluyó, para cada 
compuesto, la composición elemental, el modo de ionización (ESI+, ESI- o ambas) y la 
masa exacta del ion diagnóstico, así como de sus posibles fragmentos, con 4 cifras 
decimales. 
El análisis target (dirigido) fue aplicado satisfactoriamente a 10 muestras reales, en las 
que fueron identificadas, cuantificadas y confirmadas 6 aminas en el rango de 
concentración siguiente: 2,6-TDA (9- 12 µg/kg), 2,4-TDA (2.7- 4.7 µg/kg), 4,4’- MDA 
(2-19.7 µg/kg), 3,3’DMB (2.7-49 µg/kg), m-PDA (2 µg/kg) y ANL (2.5-284 µg/kg). Las 
figuras 11 y 12, corresponden a la confirmación de dos de las aminas encontradas en dos 
muestras distintas. 
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Figura 11. Confirmación mediante los fragmentos característicos y el patrón isotópico teórico y 
experimental de 4,4’ MDA en un cucharón de poliamida. 
 
  
Figura 12. Confirmación mediante los fragmentos característicos y el patrón isotópico teórico y 
experimental de 2,4 TDA en una paleta de poliamida 
Por otro lado, se realizó el cribado de todas las muestras mediante comparación con la 
base de datos creada de 77 compuestos (“suspect screening”). Dos ftalatos, DnBP y 
DEHP, se detectaron en el análisis postarget, la confirmación completa se realizó 
posteriormente tras la adquisición de los estándares.  
4.1.3. Conclusiones 
• La estrategia analítica desarrollada combina el análisis cuantitativo de 8 PAAs en 
utensilios de poliamida (target) con un cribado retrospectivo de distintas familias 
de compuestos procedentes de los materiales en contacto con los alimentos 




• El método cuantitativo presenta límites de cuantificación menores de 2g kg-1 
para la mayoría de los analitos, con recuperaciones entre el 60 y el 120 % y 
precisiones menores del 15%, por lo que este método resulta útil para el control 
oficial. 
• El potencial analítico de la alta resolución, la masa exacta y la adquisición en 
barrido completo con y sin fragmentación, permite la comparación con bases de 
datos para la identificación inicial de posibles contaminantes no incluidos a priori 
en el método (análisis retrospectivo). 
• La aplicación del método desarrollado en muestras reales combinando el análisis 
target y el “suspect screening” hacen de esta estrategia una prometedora 
herramienta para estudios de exposición a contaminantes procedentes del 
envasado y de los materiales. 
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4.1.4. Artículo 2. Target analysis of primary aromatic amines combined with 
a comprehensive screening of migrating substances in kitchen 































    
    




4.2. Capítulo 2. Análisis de fotoiniciadores y aminas aromáticas primarias 
en distintos tipos de envases y materiales en contacto con alimentos por 
UHPLC-HRMS 
4.2.1. Resumen 
Los fotoiniciadores son compuestos arílicos aromáticos no saturados muy sensibles a la 
energía radiante. Las moléculas del fotoiniciador se descomponen al recibir energía 
radiante y forman radicales libres o cationes (Bishop 2011). Por tanto, los fotoiniciadores 
cumplen la función crítica de iniciar la polimerización por radicales libres o catiónica en 
los materiales. El fotoiniciador se utiliza en gran medida en los envases; es un tipo de 
aditivo para la curación o polimerización de la pintura con la luz ultravioleta. Una tinta o 
recubrimiento que contenga un pequeño porcentaje de fotoiniciador se puede secar en 
menos de un segundo bajo una radiación de luz UV (Aznar et al. 2015, Gallart-Ayala et 
al. 2011). Los recubrimientos y tintas se disuelven completamente, y no producen 
sustancias volátiles durante el proceso de curación. Además, la curación por UV requiere 
menos energía que la curación tradicional, y el proceso de curado UV muestra resultados 
mucho mejores de recubrimiento con un acabado brillante y mayor resistencia al rayado 
de la superficie del revestimiento (Bishop 2011, Gruber 1992). 
La presencia de componentes de tinta de impresión en los envases de alimentos se ha 
convertido en un motivo de preocupación ya que pueden migrar al alimento. 
Fotoiniciadores como 4- metilbenzofenona o el 2-ITX, han sido motivo de alerta debido 
a su presencia en alimentos (RASFF 2005, EFSA 2009). El uso de tintas de impresión 
para el envasado de alimentos no está regulado por las normativas europeas. 
Las aminas aromáticas, aparecen en los materiales en contacto con alimentos, como son 
los envases, films y los utensilios de cocina, fruto de la incorporación del poliuretano 
como adhesivo en estos materiales, o por la degradación de los grupos azoicos utilizados 
como colorantes en utensilios de cocina de nylon y otros plásticos (Brede et al. 2003) 
Los fotoiniciadores de tinta UV y las aminas aromáticas primarias (PAAs) tienen 
características fisicoquímicas similares; son compuestos polares con baja volatilidad y 
estabilidad térmica, por tanto, pueden ser analizados por técnicas analíticas similares. LC-
MS ha sido la técnica utilizada para el análisis de fotoiniciadores y PAAs en envases de 
plástico (Aznar et al. 2015, Vavrouš et al. 2016, Aznar et al. 2012) y utensilios de plástico 
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(Sanchis et al. 2015) en los últimos años. Gallart-Ayala et al. (2013), revisó los métodos 
analíticos para los MCA usando cromatografía líquida hasta 2013, concluyendo que 
MS/MS (QqQ) sigue siendo el método de elección en el análisis de contaminantes de 
envases de alimentos. Sanchis et al. 2018, incluyó en su trabajo el uso de UHPLC-HRMS, 
una herramienta analítica que permite el desarrollo de estrategias analíticas combinando 
(a) análisis de contaminantes dirigido (determinación de analitos prioritarios específicos 
para los cuales se dispone de estándares y para los cuales la masa exacta , la ventana de 
tiempo de retención, el patrón isotópico y los fragmentos son las herramientas de 
identificación) y (b) análisis de cribado retrospectivo o posterior, basado en una base de 
datos personalizada de moléculas conocidas con inclusión de algunos iones de fragmento 
de diagnóstico o patrón isotópico.  
En este estudio se ha desarrollado una estrategia analítica que combina el análisis target 
(dirigido) cuantitativo para fotoiniciadores y PAAs (18 analitos) con análisis suspect 
screening (retrospectivo) basado en la identificación de los compuestos mediante una 
base de datos con 87 sustancias utilizando el UHPLC-Orbitrap-HRMS (figura 13). 
La extracción de sustancias para los tres materiales estudiados se llevó a cabo de dos 
maneras diferentes, (1) Migración estandarizada de acuerdo con el Reglamento 10/2011 
y (2) Ensayo destructivo consistente en someter a migración todo el envase o MCA. 
Migración estandarizada 
El ensayo de migración de los materiales estudiados (bolsas, tetrabriks y envases para 
derivados lácteos) se llevó a cabo siguiendo el Reglamento 10/2011, relativo a materiales 
plásticos. En este trabajo se sometieron a ensayo bolsas para pulpa de fruta y envases para 
derivados lácteos. En cuanto a los envases para derivados lácteos y tetrabriks, están 
compuestos por múltiples capas, de forma que la regulación sólo se aplicaría a la capa 
interna en contacto con el alimento, fabricada con plástico. La migración en tetrabriks y 
envases (derivados lácteos) consistió en un ensayo por llenado, ya que, la parte interna de 
la muestra está destinada a contactar con el alimento. Sin embargo, para las bolsas de 
pulpa de fruta, la capa destinada al contacto con el alimento se extendió en una celda de 
acero inoxidable fabricada por Merck y se puso en contacto con el simulante. Las 
condiciones de temperatura, tiempo de contacto y simulante para cada ensayo fueron los 





Se aplicó un método no estandarizado para identificar las sustancias presentes en cada 
una de las capas tanto de la bolsa para pulpa de fruta como del tetrabrik (envase 
multicapa). Para ello las bolsas se cortaron en partes de 1cm2 y luego todas las porciones 
fueron sumergidas en 100 mL de ácido acético al 3%, durante 2 horas a 70º C. A 
continuación, se filtró el simulante y se separó de las piezas del material. Sobre 6 mL de 
simulante (ácido acético al 3%) extraído se adicionaron 2 ml de diclorometano (DCM) 
(extracción liquido-liquido). El extracto se evaporó a sequedad con una corriente de 
nitrógeno, y fue reconstituido con 200 μL de metanol-agua. 
Tabla 15. Condiciones experimentales de los ensayos de migración  
Muestra Simulante Temperatura (ºC) Tiempo (días) 
Tetrabrik Ácido acético 3% (B) 40 10 
Tetrabrik Etanol 50% (D1) 20 10 
Bolsas de pulpa Etanol 50% (D1) 20 10 
Envases (derivados 
lácteos) 
Etanol 50% (D1) 40 10 
Para la optimización del método analítico cuantitativo (target) se ha estudiado la 
fragmentación de las sustancias y el efecto matriz. El método se ha validado con objeto 
de comprobar su utilidad para el control de estas sustancias. 
La metodología analítica se ha aplicado a materiales plásticos como tetrabriks (para zumo 
y leche), bolsas (para pulpa de fruta) y envases (para derivados lácteos) de muestras 
recogidas en industrias de la Comunitat Valenciana (España). Es el primer método 
analítico en la literatura, que combina fotoiniciadores y aminas con análisis cuantitativo 
y estudio retrospectivo en plásticos. 
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Figura 13. Estrategia de análisis de fotoiniciadores y aminas en distintos envases por UHPLC-HRMS 
4.2.2. Discusión de resultados 
a. Estudio de fragmentación (HCD) 
Para seleccionar la energía de colisión más adecuada y así obtener la mejor respuesta de 
los fragmentos del compuesto, se trabajó con energía de colisión en el rango de 10 – 
30eV. La figura 14 muestra la respuesta obtenida para algunas aminas (ANL) y 
fotoiniciadores (DEAB y DETX) aplicando diferentes energías de colisión. La respuesta 
para anilina fue mejor en 30eV, sin embargo, para otros compuestos, la energía de colisión 
optimizada fue de 20eV. Finalmente, se seleccionó una energía de colisión de 
compromiso de 20eV. Esta energía de colisión proporcionó buena sensibilidad para la 




Figura 14. Fragmentación HCD para los fotoiniciadores DEAB y DETX y la Anilina a las diferentes 
energías de colisión de 10 a 30 Ev 
b. Estudio del efecto matriz y validación 
La mayoría de las aminas mostraron un efecto matriz de supresión iónica (tabla 16). En 
el simulante B (ácido acético 3%), 4, 4 ′-DPE, 2, 4-TDA, 2, 6-TDA y 1,5-DAN 
presentaron un efecto matriz moderado, con valores entre el 60% y el 80%. Otros, como 
la anilina y la m-PDA, tenían una alta supresión iónica, que oscilaban entre el 20% y el 
50%. No se observó ningún efecto de matriz en 4, 4 ′-MDA y 3, 3 ′ DMB. Con respecto 
a los fotoiniciadores, BP y ITX presentaron un moderado efecto matriz, con valores en el 
rango de 70% a 90% y para los fotoiniciadores, HMPP, HCPK, EDMAB, DMPA, PBZ, 
DEAB, DETX y EHDAB no se observó efecto matriz en simulante B. 
En el simulante D1 (etanol al 50%), 4, 4 ′-DPE, 4, 4 ′-MDA y 3, 3 ′-DMB no se observó 
efecto matriz. En el caso de la anilina, 2, 4-TDA, 2, 6-TDA y m-PDA presentaron un 
efecto de matriz moderado con valores entre el 70% y el 100%. En cuanto a los 
fotoiniciadores, no se observó ningún efecto matriz en simulante D1.  
Debido a la existencia de moderada supresión iónica en la mayoría de los compuestos fue 
necesario el uso de técnicas que compensen el efecto matriz para la obtención de buena 
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reproducibilidad y exactitud. En este trabajo se utilizó la curva de calibrado de 5 puntos 
en matriz para superar este tipo de efecto. En la validación se obtuvieron resultados 
satisfactorios en este sentido, con coeficientes de determinación en las curvas de calibrado 
en matriz  R2> 0,99 y valores de recuperaciones en el rango 72-120% con precisión 
menores al 20% en todos los analitos. En la figura 15 se pueden observar los 
cromatogramas de algunos de los analitos estudiados en una adición al límite de 
cuantificación. 
Tabla 16. Efecto matriz absoluto (MEabs%) en los simulantes B y D1.  
Efecto Matriz Absoluto (MEabs%) 
Compuestos HCPK DMPA DETX EHDAB HMPP ITX DEAB PBZ EDMAB 
B simulante 118 101 86 101 106 75 114 86 101 
D1 simulante 91 88 111 84 88 89 111 80 92 
Compuestos BP 1,5 DAN 2,4 TDA 3,3' DMB 2,6 TDA 4,4' MDA 4,4' DPE ANL M-PDA 
B simulante 84 60 72 97 77 99 71 50 42 





Figura 15. Cromatograma de masa exacta extraídos de varios fotoiniciadores de interés en una 
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c. Aplicación a muestras reales. Análisis dirigido (target) y análisis retrospectivo 
(1) Migración estandarizada 
Se analizaron seis bolsas para pulpa de fruta, seis tetrabriks y seis envases para derivados 
lácteos con el método estandarizado, según el Reglamento 10/2011. No se encontró 
ningún compuesto en los simulantes migrados. La ausencia de compuestos como 
fotoiniciadores, compuestos fluorados presentes en plásticos o cartones podría confirmar 
que la aplicación de una capa de aluminio en tetrabriks y bolsas puede reducir o incluso 
eliminar la migración de estos compuestos en alimentos o simulantes. 
(2) Ensayo destructivo 
Se realizaron ensayos de migración con ambos simulantes (B y D1) para los materiales 
multicapa en las tres matrices. El término multicapa comprende: la parte exterior sin 
alimentos (lado exterior), el lado de contacto con alimentos (lado interno) y las capas de 
barrera (aluminio). La tabla 17 muestra los compuestos detectados en muestras reales por 
el ensayo destructivo, tanto en el modo dirigido cuantitativo (target) como en el modo 






Tabla 17. Compuestos detectados en muestras reales por el test destructivo 
 Análisis target  Retrospectivo 






- - - - 
PAAs - - - - - - 
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En la figura 16 se muestran los cromatogramas de dos muestras en las que se detectó 
Benzofenona en tetrabriks y EHDAB en bolsas para pulpa de fruta en ambos simulantes 
(B y D1) mediante el uso del método target. 
 
 
Figura 16. Cromatograma de masa extraída del ion diagnóstico y su confirmación de (a) BP y (b) 
EHDAB en dos muestras reales utilizando el análisis target (cualitativo) 
Por otro lado, se realizó el análisis retrospectivo de las muestras mediante comparación 
con la base de datos creada. En este análisis se identificaron tentativamente varias 
sustancias, de las que únicamente se podrá realizar la identificación inequívoca mediante 
la adquisición del estándar correspondiente o mediante otras técnicas de espectrometrías 
de elucidación estructural. Este cribado dio como resultado el hallazgo de dos compuestos 
perfluorados (PFCs) mostrados en la tabla 17, PFOA y PFOS, identificados en tetrabriks, 
envases para derivados lácteos y bolsas para pulpa de fruta. La figura 17 muestra el 
cromatograma de los iones diagnóstico de PFOA en envases para derivados lácteos. 
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Figura 17. Cromatograma de masa extraída del ion diagnóstico y su confirmación de PFOA en 
muestra real mediante el análisis postarget (cualitativo) 
Además, tres retardantes de llama ó PFRS, EHDPP, TCCP y TPHP fueron identificados 
en el análisis postarget en tetrabriks y envases destinado a derivados lácteos. La figura 
18 presenta el cromatograma de los iones diagnostico para EHDPP en una muestra real 
de tetrabrik. Un PFRS (EHDPP) fue detectado en las bolsas destinadas a contener pulpa 






Figura 18. Cromatograma de masa extraída del ion diagnóstico y su confirmación de EHDPP en 
muestra real mediante el análisis postarget (cualitativo) 
4.2.3. Conclusiones 
• En el presente trabajo se ha desarrollado una estrategia analítica basada en 
UHPLC-HRMS que permite un análisis amplio (target y postarget o “suspect 
screening”) de fotoiniciadores y aminas en distintos envases para alimentos, y 
que puede utilizarse en la monitorización de estas sustancias. 
• El método cuantitativo se ha desarrollado para 10 fotoiniciadores y 8 aminas, 
presentando un límite de cuantificación entre 0.5-5 µgkg-1 para los 
fotoiniciadores y 2-2.5 µgkg-1 para las aminas con recuperaciones entre el 72 
y el 120% con precisiones menores del 20 % en dos tipos de simulantes (B y 
D1). 
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• Además de la masa exacta y del perfil isotópico, la identificación de las 
sustancias target y postarget (análisis retrospectivo) mejora utilizando los 
fragmentos generados en la celda de colisión (HCD) del Orbitrap. Sin 
embargo, es necesaria una optimización previa de la energía de colisión. 
• El postarget análisis realizado sobre muestras reales mediante comparación 
con una base de datos de 87 sustancias posibilitó la identificación tentativa de 
nuevos compuestos presentes en los materiales como perfluorados y 




4.2.4. Artículo 3. Comprehensive analysis of photoinitiators and primary 
aromatic amines in food contact materials using liquid 
chromatography High-Resolution Mass Spectrometry 
 




































    
    




4.3. Capítulo 3. Análisis de 4 Parabenos (MP, EP, PP, BP) y Bisfenol A, F y S 
en orinas, utilizando dilución y análisis directo mediante LC-MS/MS.  
4.3.1. Resumen 
Los bisfenoles (BPs) y parabenos son sustancias químicas muy utilizadas en la 
fabricación de diversos productos de consumo en todo el mundo (Geens et al. 2011, Geens 
et al. 2012). El plastificante BPA, o 2, 2 (4, 4-dihidroxidifenilo) propano, es utilizado por 
los fabricantes industria para la producción de policarbonato, resinas epoxi, retardantes 
de llama, y otros productos (selladores dentales y productos de cuidado personal). 
También productos que incluyen adhesivos, recubrimientos, protectores y en envases de 
alimentos (Mallozzi et al. 2016, Vandenberg, Hauser et al. 2007, Staples et al. 1998). La 
principal fuente de exposición de la población a BPA es la ingestión de alimentos y 
productos alimentarios envasados.  
Aunque el BPA puede utilizarse en materiales en contacto con alimentos en la Unión 
Europea (UE), según el Reglamento 10/2011, con un límite de migración específico 
máximo (LME) de 0,6 mg·kg-1 (EU 10/2011), el uso de BPA en la fabricación de botellas 
de policarbonato para lactantes ha sido prohibida por la Comisión Europea (CD 
2011/8/EU) y esta sustancia está incluida en el REACH por sus propiedades como 
disruptor endocrino (Mallozzi et al. 2016, Vandenberg et al. 2007) y por su toxicidad en 
la reproducción (ECA 2017). Las recientes limitaciones en el uso de BPA han favorecido 
el uso de compuestos análogos como bisfenol F (BPF) y S (BPS) (Rochester 2015). Sin 
embargo, algunos estudios sugieren que el BPF y el BPS muestran efectos endocrinos 
similares a los del BPA (Rochester 2015, Wu et al. 2018) y se han incluido en la lista de 
sustancias prioritarias en el proyecto Human Biomonitoring for Europe (HBM4EU 2017). 
Después de la ingestión, el BPA se metaboliza y se excreta, principalmente en la orina, 
con una vida media de <6 h. El metabolismo incluye la glucuronización o la sulfatación, 
para aumentar su solubilidad en agua (Mattison et al. 2014). El metabolismo y la 
eliminación de BPF y BPS es menos conocido, aunque la literatura sugiere que es similar 
al BPA (Rochester 2015). Los niveles en orina de bisfenoles libres y totales (conjugados 
+ no conjugados), se usan comúnmente como biomarcadores de exposición reciente 
(Moos et al. 2014). 
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Los ésteres alquilo del ácido p-hidroxibenzoico (parabenos) son un grupo de productos 
químicos utilizados como conservantes en productos cosméticos, farmacéuticos y en 
alimentos (Darbre 2008, Beldzka et al. 2014). La ingesta de alimentos ha sido considerada 
como un aporte diario de parabenos, por ello la Autoridad Europea de Seguridad 
Alimentaria realizó una evaluación de riesgo en 2004 (EFSA 2004a) y estableció unos 
niveles de ingesta diaria admisible (IDA) de 10 mg / kg de peso corporal / día para el MP 
y EP, pero no se establecieron niveles para otros parabenos. 
 El Reglamento (CE) no 1223/2009 de la Unión Europea sobre los productos cosméticos 
(EU 2009) y sus modificaciones, permiten el uso de cuatro parabenos (y sus sales) en 
productos de cuidado personal. La principal vía de exposición a parabenos es la absorción 
dérmica. Después de ser absorbidos por la piel, los parabenos son metabolizados por las 
esterasas y / o conjugados y excretados en la orina y la bilis en forma de glucurónicos 
(Boberg et al. 2010). Algunos estudios han encontrado una posible relación entre la 
exposición a parabenos y las actividades estrogénicas y anti androgénicas (Boberg et al. 
2010, Darbre 2008). Por ello, es importante la realización de estudios de 
biomonitorización en humanos, como herramienta eficaz y necesaria para evaluar la 
exposición interna a sustancias químicas. Estos programas de biomonitorización 
requieren métodos analíticos apropiados (Vandenberg et al. 2007, Beldzka et al. 2014, 
Yusa et al. 2012). 
Los metabolitos de parabenos y bisfenoles (libres, conjugados) en orina son los 
biomarcadores que proporcionan información sobre la exposición interna reciente para 
este tipo de sustancias. La tabla 18, recoge los métodos analíticos recientes descritos en 
la literatura para la determinación de estas sustancias en orina. 
Estudios anteriores a nivel nacional e internacional, reflejan unos niveles de BPA entre 
0.2 - 30ng·mL-1, con una frecuencia de detección superior al 40% (Geens et al. 2014, 
Yang et al. 2014, Moos et al. 2014, Heffernan et al. 2016, Jiménez-Díaz et al. 2016, 
ZHANG et al. 2016). Los niveles de parabenos están en el rango de 0.1 a 1000 ng mL-1, 
siendo el MP el que presenta mayor frecuencia de detección (≥ 75%) en muestras de orina 
(Moos et al. 2014, Jardim et al. 2015, Moos et al. 2015, Jiménez-Díaz et al. 2016). 
La presencia en la orina a niveles traza y la complejidad de la matriz requieren el uso de 
metodologías analíticas sensibles y selectivas. Además, la gran cantidad de muestras que 
generalmente se requieren en los programas de biomonitorización hacen necesario el 
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desarrollo de técnicas multi residuos para la determinación de varios contaminantes en el 
mismo análisis. 
En este trabajo se ha desarrollado una nueva estrategia analítica basada en “dilute and 
shoot” (diluir e inyectar) y LC-APCI-MS/MS para la determinación simultánea de 
Bisfenoles (A, F, S) y Parabenos (metil, etil, propil, butil parabeno) en muestras de orina 
humana. 
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4.3.2. Discusión de resultados 
a. Optimización de la fuente de ionización 
La ionización por electroespray (ESI) es la técnica más utilizada en el análisis de 
bisfenoles y parabenos en orina mediante cromatografía líquida (tabla 18). Sin embargo, 
otros autores señalan el uso de APCI para la determinación de estos compuestos (Sanchis 
et al. 2017, Gallart-Ayala et al. 2013). En el presente trabajo, con el objetivo de establecer 
la fuente de ionización óptima en base a la respuesta de los compuestos, se inyectó una 
solución patrón que contenía todos los compuestos por sextuplicado en ambas fuentes 
ESI (-) y APCI (-), obteniendo una señal diez veces mayor para BPA y BPS en la fuente 
APCI (-). El resto de compuestos (MP, EP, PP, BP y BPF) presentaron una respuesta de 
señal similar en ambas fuentes. En consecuencia, se seleccionó APCI (-) como la fuente 
de ionización. 
Para optimizar la eficiencia de la fuente de ionización, se llevó a cabo un diseño 
estadístico de experimentos (DoE), utilizando el software MINITAB. De acuerdo con la 
literatura (Mei et al. 2003), los principales factores que afectan a la fuente de iones APCI 
y por tanto los parámetros estudiados fueron la presión del gas envolvente (SGP), la 
temperatura capilar (CT), el flujo de gas auxiliar (AG), la corriente de descarga (DC) y la 
temperatura de vaporización (VT). Seguidamente mediante un diseño central compuesto 
(CCD), se optimizaron los valores de los parámetros significativos, obteniendo los 
valores reflejados en la tabla 19. 
Tabla 19. Valores optimizados de los parámetros significativos de la APCI 
 VT (ºC) CT (ºC) DC (μA) SGP (psi) AG (a.u.) 
Rango 
estudiado 
100-500 70-350 1-10 5-60 0-20 
Valor óptimo 400 250 4 45 4 
Tube lens offset 163V, Colission energy -10 eV 
b. Separación Cromatográfica 
Para obtener una buena separación cromatográfica se probaron diferentes columnas y 
fases móviles. En la literatura, se utilizan varios modificadores para la determinación de 
parabenos y fenoles en la orina con fuente ESI (Moos et al. 2014, Heffernan et al. 2016), 
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en cambio hay poca información respecto a la cromatografía con fuente APCI para estas 
sustancias; después de múltiples experimentos, se seleccionó una fase móvil compuesta 
de agua (a) y metanol (B) como óptima. El uso de esta fase móvil produjo la mejor 
respuesta para los iones padre y producto seleccionados en APCI (-). Diferentes ensayos 
realizados en el presente trabajo utilizando fases móviles con ácido acético producían una 
señal baja en los bisfenoles (A, F, S), probablemente este hecho se deba a la inhibición 
de la ionización. 
Después de probar distintas columnas, la mejor separación cromatográfica se obtuvo con 
la columna Luna C18 (2) (150 mm x 2.00 mm de diámetro interno, tamaño de partícula 
5 µm). 
c. Optimización de la extracción de muestra 
De los métodos de extracción probados para la determinación de los bisfenoles y 
parabenos, tanto el método basado en la extracción QuEChERS cómo el de diluir e 
inyectar directamente dieron buenos resultados. De las modificaciones del método 
QuECHERS ensayadas, la que resultó más apropiada fue la que comparte el uso de las 
sales de extracción (4g MgSO4 +1g NaCl +1g Na citrato +0.5g SCDS), seguida de la 
concentración en corriente de nitrógeno del extracto orgánico. Con este método se 
pudieron detectar la totalidad de los analitos, con una sensibilidad apropiada, siendo 
innecesaria una etapa posterior de clean-up con las habituales fases dispersas de 
extracción en fase sólida. Sin embargo, comparando con la dilución e inyección directa 
no mejoró la sensibilidad, obteniendo una sensibilidad adecuada para llegar al límite de 
cuantificación con ambos métodos de extracción, por lo que se optó por esta segunda 
forma de preparación de muestra a fin de reducir los tiempos y los costes de la 
preparación. 
d. Estudio del efecto matriz y validación del método analítico 
El estudio del efecto matriz se hizo según el método descrito por Delma et al. (2018). La 
evaluación del efecto matriz en orina humana se realizó en todo el rango de calibración 
comparando las pendientes de la curva con adición de patrones en agua y/o orina sintética 
y la curva en matriz de orina humana. Para este propósito, previamente, se cuantificó la 
concentración existente en la orina humana utilizando una curva de calibrado preparada 
con orina sintética en todo el rango de concentración (de 0,2 a 300 ng mL-1). Cada área 
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del pico también se normalizó al área del pico de cada IS para cada muestra. Se aplicó la 
ecuación para la pendiente: 
% Efecto matriz = ((pendiente MM − pendiente MS) / pendiente MS)) x 100 
donde MM es matriz en muestra y MS es la matriz en estándares (en agua u orina 
sintética).  
El efecto matriz (ME) se calculó para todos los compuestos y los resultados mostraron la 
ausencia del efecto de la matriz (<20%). Para los parabenos (MP, EP, PP y BP), el ME 
calculado fue -7, -18, -6 y -15% y para bisfenoles (BPA, BPF y BPS), -7, -18 y -19% 
respectivamente. Esta ausencia de efecto matriz < 20% puede explicar por qué se empleó 
la dilución de la muestra y es una buena opción para evitar la supresión. Además, la fuente 
de APCI generalmente se considera menos afectada por los efectos de la matriz debido a 
su diferente modo de ionización; en este caso la ionización tiene lugar en la fase gaseosa 
(Mei et al. 2003). En las figuras 20 y 21 se puede observar el estudio del efecto matriz 
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Figura 21. Estudio del efecto matriz para el MP 
Por tanto, en este trabajo dada la ausencia del efecto matriz, se usó tanto agua como orina 
sintética, con adición de estándares en la calibración y se emplearon muestras de orina 
humana enriquecidas para los controles de calidad. 
La linealidad del método se evaluó en dos rangos de concentración (de 0,2 a 10 ng mL-1 
y de 10 a 300 ng mL-1). La precisión del método se evaluó utilizando una muestra de orina 
humana enriquecida (mezcla de distintas orinas blancas) a cuatro niveles de 
concentración (0,2, 10, 100 y 300 ng mL-1). En la figura 22 se puede observar una muestra 
de orina humana adicionada al límite de cuantificación. La precisión se evaluó como 
coeficiente de variación (%), en 5 días. 
El límite de cuantificación (LC) se estableció como la concentración más baja validada 
con una recuperación y precisión satisfactorias, siendo 0.2 ng mL-1 el LC para todas las 
sustancias (MP, EP, PP, BP, BPA, BPF y BPS) con recuperaciones desde el 85% del BP 
al 107 % para el PP y precisión desde el 2% del EP al 15 % para el BP o el BPS. Los 
criterios de recuperación aceptables fueron de 70% a 120% y precisión CV <20% 
(SANTE/11813/2017). Se inyectó un blanco de reactivo en cada serie de trabajo para 
controlar la posible contaminación. 
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Figura 22. Cromatograma del ion diagnóstico del MP, EP, PP, BP, BPA, BPF y BPS en una muestra 
de orina humana adicionada al LC (0.2 ng mL-1). 
e. Aplicación a muestras reales  
El análisis fue aplicado satisfactoriamente a 15 muestras de orina. El MP y el BPA fueron 
las sustancias detectadas con mayor frecuencia, el 93% de las muestras presentaba niveles 
de MP y el 80% en el caso del BPA. El MP cuantificado con valores desde 0.2 ng mL-1 a 
2952 ng mL-1, y el BPA desde 0.2 ng mL-1 a 12 ng mL-1. 
BPA: [M-H] 133.1 
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EP se encontró con una frecuencia de detección del 60% y concentraciones desde el LC 
hasta 9 ng mL-1. PP, BP, BPS y BPF se detectaron con menor frecuencia FD < 40% y con 
concentraciones hasta 4.7 ng mL-1 para PP, 0.5 ng mL-1 para BP, 39 ng mL-1 BPS y 8.5 
ng mL-1 para BPF. La figura 23 corresponde a una muestra de orina en la que se han 
cuantificado BPA, BPF y MP. 
 
Figura 23. Cromatograma del ion diagnóstico del BPA (5.4 ng mL-1), BPF (0.5 ng mL-1 ) y MP (365 ng 
mL-1 ) en una muestra de orina. 
4.3.1. Conclusiones 
• Se ha desarrollado una metodología rápida y sensible para la determinación de 
bisfenoles (BPA, BPF y BPS) y parabenos (MP, EP, PP y BP) en orina. El uso de 
una fuente APCI en el análisis LC-MS / MS reduce el efecto de la matriz y 
aumenta la sensibilidad del método para los bisfenoles, especialmente para el 
bisfenol A, obteniendo límites de detección mucho más bajos con fuente APCI.  
• La preparación de la muestra es rápida y no requiere disolventes adicionales. La 
combinación de la preparación genérica de la muestra y la sensibilidad del análisis 
LC-MS / MS muestra su utilidad para futuros estudios de biomonitorización en 
orina humana.  
• El método desarrollado se aplicó posteriormente a un estudio de 
biomonitorización en orina de madres lactantes en la Comunitat Valenciana. 
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4.3.4. ARTICULO 4. Analysis of four Parabens and Bisphenols A, F, S in urine, 

































    
    




4.4. Capítulo 4. Niveles de Bisfenoles (A, F y S) y Parabenos (MP, EP, PP, BP) 
en orinas de madres lactantes. Evaluación de la exposición y el Riesgo 
4.4.1. Resumen 
El método analítico desarrollado en el Capítulo 3 de la tesis, se aplicó a las muestras de 
orina procedentes de un estudio de biomonitorización en madres lactantes de la 
Comunidad Valenciana denominado “Bettermilk”. Este capítulo presenta los niveles de 
bisfenoles y parabenos encontrados en la orina, y la correspondiente evaluación de la 
exposición y del riesgo.  
Teniendo en cuenta la "toxicidad general" de los bisfenoles, se ha establecido una ingesta 
diaria tolerable temporal (t-IDT) de 4 µg kg -1dia-1 para la exposición oral a BPA en 
población general (EFSA 2015). Respecto a los parabenos, la EFSA ha establecido una 
ingesta diaria aceptable (IDA) de 0-10 mg kg-1día-1 para la suma de MP y EP (EFSA 
2004a). Actualmente, no se ha establecido un valor de ingesta diaria aceptable para PP. 
El BPF y BPS, al igual que el BPA, ya se han incluido como sustancias prioritarias que 
se determinarán en los estudios de biomonitorización en humanos (HBM) (HBM4EU 
2017). 
En la literatura se describen varios estudios de biomonitorización para determinar los 
niveles de BPF y BPS en orina (Liao et al 2012; Yang et al 2014; Zhou et al 2014). El 
BPA y los parabenos se han investigado en la orina en una población de mujeres (Pollack 
et al. 2016; Buckley et al. 2016; Carita et al. 2013; Heffernan et al. 2016; Arbuckle et al. 
2014; Sakhi et al. 2018; Jiménez-Díaz et al. 2016), pero solo se ha realizado un estudio 
en mujeres lactantes (Hines et al. 2015). 
Lee et al. (2017) han estudiado los niveles de bisfenoles en muestras biológicas, como la 
leche materna. Varios estudios han descrito niveles de bisfenoles (media geométrica del 
BPA total: 0.29 ng/mL) y parabenos (MP promedio: 2.18 ng/mL) en leche materna 
(Dualde et al 2019; Schlumpf et al 2010). En consecuencia, los neonatos se exponen a 
bisfenoles y parabenos a través de la lactancia materna. Por esta razón, las madres 
lactantes son un grupo vulnerable de la población y es importante su estudio. 
Los niveles de bisfenoles y parabenos en orina representan la exposición interna (dosis 
interna). Estos niveles pueden utilizarse en un contexto de evaluación del riesgo a través 
de la dosimetría directa, que compara los niveles determinados con los valores de 
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referencia basados en salud o valores guía, como los “biomonitoring equivalents” (BE) 
(Krishnan et al. 2010). 
Otro enfoque para la evaluación del riesgo es mediante la dosimetría reversa, en la que se 
calcula la exposición externa a través de la ingesta diaria estimada (IDE) (µg ·kg-1 ·bw-1· 
dia-1), aplicando un modelo toxicocinético, y se compara con un valor de referencia como 
la ingesta diaria admisible (IDA) (Katsikantamia et al. 2019). 
En este capítulo se han determinado los niveles de tres bisfenoles (BPA, BPS y BPF) y 
cuatro parabenos (MP, EP, PP y BP) en la orina de las madres lactantes valencianas que 
participan en el proyecto Bettermilk. Se han estudiado los factores que influyen en los 
niveles de bisfenoles y parabenos y finalmente, se ha realizado la evaluación del riesgo 
derivado de la exposición. 
4.4.2. Discusión de resultados 
a. Niveles de parabenos y bisfenoles en orina 
Un total de 180 madres fueron seleccionadas para participar en el estudio. Se obtuvieron 
muestras de orina de 103 madres de 20 a 45 años, que representan una tasa de respuesta 
del 57 %. Las tablas 20 y 21 muestran las estadísticas descriptivas de los niveles de 
parabenos y bisfenoles referidas a las concentraciones de creatinina (µg·g-1 cret). El 
metilparabeno es la sustancia con mayor frecuencia de detección en las muestras (FD: 
92%), seguida del bisfenol A que presenta una frecuencia de detección del 76% (figura 
24). El BP, BPF y BPS, presentan valores de frecuencia de detección inferiores al 40% 
por lo que no se han considerado para los estudios de regresión. 
  
Figura 24. Frecuencia de detección en las muestras N=103. 
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FD (%) 92 73 49 12 
Mínimo <LC <LC <LC <LC 
Percentil 25 2.5 0.18 0.02 0.006 
Mediana 25.6 1 0.21 0.02 
Media aritmética 171.5 8 6.1 0.1 
Media geométrica 18 0.8 0.2 0.02 
Percentil 75 154.8 2.6 1.6 0.08 
Percentil 95 617 35.2 24.3 0.5 
Máximo 4360 237 255 1.1 
Desviación estándar 477 28 27 0.2 









FD (%) 76 20 20 
Mínimo <LC <LC <LC 
Percentil 25 0.2 0.01 0.02 
Mediana 1.3 0.04 0.08 
Media aritmética 2.7 0.19 0.3 
Media geométrica 0.94 0.04 0.06 
Percentil 75 3.5 0.14 0.17 
Percentil 95 9.7 1 0.6 
Máximo 40 1.9 14.1 
Desviación estándar 4.7 0.37 1.4 
 
Distintos estudios han descrito sobre las concentraciones de determinados parabenos en 
la orina de adultos (Quiros-Alcalá et al. 2018) y mujeres (Sakhi et al. 2018; Jimenez-Díaz 
et al. 2016; Pollack et al. 2016) en Estados Unidos, China, Noruega y Túnez. Sin embargo, 
la información sobre las concentraciones de parabenos en la orina de las poblaciones más 
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vulnerables, como las mujeres embarazadas o en período de lactancia, es limitada. Hines 
et al. (2015) publicaron el único estudio para madres lactantes, en el que investigaron 
diferentes concentraciones de parabenos en su orina en el periodo de 2004 a 2005 en los 
Estados Unidos. Los cuatro parabenos (MP, EP, PP y BP) detectados en 34 madres 
lactantes por Hines et al. (2015) también se han detectado en nuestro estudio. En todos 
los casos los niveles encontrados en EE. UU. fueron más altos que en nuestro estudio. 
Respecto a los bisfenoles, las concentraciones más altas de BPA (medias geométricas) se 
han descrito en mujeres estadounidenses (2,04 µg/g de creatinina) (Pollack A. et al 2016) 
y en mujeres embarazadas australianas (1,95 µg/g de creatinina) (Carita et al. 2013). En 
el presente estudio la media geométrica es de 0,94 µg/g de creatinina. Con respecto a la 
exposición de los bisfenoles en la orina de mujeres lactantes, Hines et al. (2015) es el 
único estudio en la literatura, y detectó concentraciones más elevadas en el percentil 75th 
(4.1 ng mL-1) que las encontradas en el presente estudio (2.9 ng mL-1). 
Estudios previos en todo el mundo, uno en Australia (Heffernan et al. 2016) y otro en 
Noruega (Sakhi et al. 2018), determinaron los niveles de BPS y BPF en la orina de 
mujeres. No se encontraron BPS ni BPF en la orina de mujeres embarazadas australianas 
(Heffernan et al. 2016). Sin embargo, Sakhi et al. (2018) informaron medias geométricas 
de 0,11 ng mL-1 y 0,08 ng mL-1 para BPS y BPF, en mujeres noruegas no embarazadas. 
Estos niveles son mayores que los encontrados en nuestro estudio. 
b. Factores de influencia en los niveles de parabenos y Bisfenol A en orina. 
Aplicando los modelos de regresión lineal simple, se investiga la asociación entre los 
niveles de los parabenos (MP, EP y PP) y bisfenol A (BPA) en orina, con las 
características y hábitos de la población estudiada. Resultando significativos en el modelo 
de regresión simple, el consumo de productos de la pesca, comida envasada, y el uso de 
perfumes (diariamente y varias veces por semana) con los niveles de MP. Para el PP, se 
detecta una relación significativa con el consumo de pasteles y el uso de cosméticos 
(cremas), diariamente o varias veces por semana y en el caso del BPA resultó significativo 
el consumo de cereales y legumbres, el uso de cremas alguna vez al mes y el uso de 
perfumes diariamente. 
En los modelos de regresión lineal simple, no se observó asociación entre las variables 
edad del participante, "tener el primer embarazo", el IMC (índice de masa corporal) y la 
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concentración de BPA en orina. Philips et al. (2018) tampoco encontraron asociación 
entre la edad materna y las concentraciones de bisfenoles. Otros estudios han encontrado 
asociación entre el IMC materno, el tabaquismo, la edad y grado de educación bajo con 
niveles elevados de BPA (Callan et al 2013; Arbuckle et al 2014; Valvia et al 2015). 
Considerando los resultados obtenidos del estudio de regresión lineal simple, se realizó 
el análisis multivariante (regresión lineal múltiple) con aquellas variables que presentan 
una asociación significativa en la regresión lineal simple. En el caso del MP resultaron 
significativos el consumo de productos de la pesca y el uso de perfumes varias veces por 
semana. El consumo de productos de la pesca, aunque es estadísticamente significativo, 
el impacto es muy bajo, ya que el coeficiente estimado para dicha variable es bajo (ver 
tabla 22). 
Las mujeres que utilizan perfumes varias veces a la semana tienen una relación 
estadísticamente significativa con la concentración de MP, a mayor consumo de perfumes 
por semana mayor concentración de MP en orina. 
Tabla 22. Resultados del modelo de la regresión lineal múltiple para los niveles log (MP) en orina. 
Variable Coeficiente estimado (95% CI) Error standard P-valor 
Intersección -25.5186 (-49.1037 - -1.9335) 11.6401 0.0347* 
Productos de la pesca (g/mes) 0.0003 (0.00004 - 0.0006) 0.0004 0.0256* 
Perfumes: varias veces por semana 2.6393 (0.7646 - 4.5139) 0.9252 0.0071* 
*P-valor ≤ 0.05. 
Respecto al EP, los resultados obtenidos en el estudio de regresión múltiple reflejan una 
relación estadísticamente significativa con el consumo de legumbres y cereales (tabla 23). 
Tabla 23. Resultados del modelo de la regresión lineal múltiple para los niveles log (EP) en orina. 
Variable Coeficiente estimado (95% CI) Error standard P-valor 
Intersección 4.7844 (2.1253 - 7.4434) 1.3386 0.0006* 
Legumbres y cereales (g/mes) 0.0002 (0 – 0.0003) 0.0001 0.0239* 
*P-valor ≤ 0.05. 
En el caso del PP, ninguno de las variables significativas en el modelo de regresión lineal 
lo ha sido al aplicar el modelo de regresión múltiple. Jiménez-Díaz et al. (2016) 
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encontraron asociación, utilizando la prueba U de Mann-Whitney, entre la edad y los 
niveles urinarios del PP, probablemente debido al uso más frecuente de productos de 
cuidado personal en mujeres jóvenes en comparación con mujeres mayores. También 
encontraron que las mujeres que trabajan fuera del hogar mostraron niveles más altos del 
PP en la orina que las que trabajaban en casa, lo que sugiere un mayor uso de cosméticos 
y alimentos procesados en las mujeres que trabajan fuera del hogar. En nuestro caso no 
se ha encontrado asociación con ninguna de las variables. 
Para el BPA, se obtuvo una relación significativa entre las madres que consumían fruta 
frente a las que no la consumían, sin embargo, el coeficiente estimado es muy bajo y, por 
tanto, aunque la variable sea significativa su contribución es irrelevante (tabla 24). El uso 
de perfumes diario presenta un coeficiente estimado elevado y positivo, lo que implica 
que las mujeres que utilizaban perfumes diariamente presentaban mayores niveles de 
bisfenol A en orina que las que no utilizaban perfumes. También resultó significativa la 
utilización de perfumes “alguna vez al mes”, si bien únicamente cuatro madres dieron 
esta respuesta. 
Tabla 24. Resultados del modelo de la regresión lineal múltiple para los niveles log (BPA) en orina 
Variable Coeficiente estimado (95% CI) Error standard P-valor 
Intersección -10.9894 (-19.9693 - -2.0095) 4.5179 0.017* 
Frutas (g/mes) 3.29·10-5 (3.79·10-6 – 0.0001) 1.46·10-5 0.0272* 
Perfumes: diario 1.0128 (0.2144 - 1.8111) 0.4017 0.0135* 
Perfumes: alguna vez al mes 1.7798 (0.1042 - 3.4554) 0.843 0.0376* 
*P-valor ≤ 0.05. 
Tanto el uso de productos de cuidado personal (PCP) como el consumo de alimentos 
fueron los principales factores predictores de los niveles de bisfenoles y parabenos en el 
modelo de regresión lineal múltiple. El uso de PCP es una de las principales fuentes de 
exposición a los parabenos.  
Al explorar los determinantes de la dieta, algunos grupos de alimentos se asociaron 
significativamente con los niveles de MP (pescado), EP (legumbres y cereales) y BPA 
(frutas) en orina. Sin embargo, otros estudios no han identificado un patrón claro con 
ninguno de los grupos de alimentos consumidos y los bisfenoles estudiados (Sakhi et al. 
2018). Si bien algunos estudios han demostrado que el consumo de alimentos enlatados 
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es un importante predictor del BPA en orina, en el presente trabajo no hemos encontrado 
esta asociación (Sakhi et al. 2018; Philips et al. 2018). Se encontraron asociaciones 
positivas, aunque débiles, entre el BPA y el consumo de fruta. Se cree que la ruta principal 
de exposición al BPA es la dieta y se sugiere que las principales fuentes de alimentos son 
los productos enlatados como la carne, verduras o frutas enlatadas (Callan et al 2013). 
Desafortunadamente, en nuestro cuestionario no tenemos información sobre el porcentaje 
de fruta enlatada que consume nuestra población. Observamos concentraciones 
ligeramente más altas de MP y EP en madres lactantes que habían consumido productos 
de pesca y legumbres o cereales. Probablemente, esto se debe a que los parabenos se han 
usado principalmente como conservantes antimicrobianos en estos productos 
alimenticios (Sakhi et al 2018). Jiménez-Díaz et al. (2016) describieron que el consumo 
de cereales se asoció positivamente con los niveles urinarios de MP, probablemente 
debido a la migración de este compuesto de los envases de plástico antibacteriano. Sin 
embargo, Philips et al. (2018) encontraron concentraciones más bajas de BPS en mujeres 
embarazadas que habían comido una gran cantidad de granos de cereales, mientras que 
en mujeres con un alto consumo de pescado y mariscos se encontraron concentraciones 
más altas de BPA (Philips et al. 2018). 
c. Evaluación de la exposición y riesgo 
Se realizó una evaluación del riesgo para los compuestos que presentaron una FD > 40%, 
BPA, MP, EP y PP. La evaluación de riesgo se estimó en función de los valores de 
referencia disponibles para cada compuesto. En el caso del BPA se dispone del valor de 
BE de 2 mg l-1 (Krishnan et al. 2010), por lo que para la evaluación del riesgo en este caso 
se calcula el cociente de peligro que consiste en el cociente de la concentración 
correspondiente al percentil 95 y el valor de BE. El BPA tendría un cociente de peligro 
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Tabla 25. Ingestas diarias estimadas, índice de riesgo, valores de referencia y márgenes de seguridad 

















NOAEL[mg/kg·dia] Margen de Seguridad 
0.02 0.00042 6.5 15476 
BPA 
P95a [mg/L] BE[mg/L] HQ 
0.0097 2 0.0049 
a: Percentil 95. 
El panel de expertos de la EFSA (2004a) estableció una IDA de 0-10 mg /kg /día para la 
suma de MP y EP. Sin embargo, no se ha establecido una IDA para PP. En consecuencia, 
para el compuesto PP, se calculó un margen de seguridad según lo descrito por Boberg et 
al. (2010). 
En el caso de MP y EP, la evaluación de riesgo se estimó utilizando los HQ como 
indicadores y se calcularon según la Ecuación 1 y la 2 descritas en el apartado 3.6.2 
(material y métodos). La suma de MP y EP tendría un valor de IDE pesimista de 0.04 
mg/kg/día y optimista de 0.01 mg/kg/día. Conociendo que el valor de ingesta diaria 
admisible para el MP y EP es de hasta 10 mg/kg/día (EFSA 2004a), el HQ para la 
situación pesimista sería de 0.004 y para la optimista de 0.001. Ambos son <1 por lo que 
no representarían ningún riesgo. Para el PP el IDE tendría de valor pesimista de 0.00042 
mg/kg/día y un NOAEL de 6.5 mg /kg/día. Según el estudio de Boberg et al. (2010), con 
estos valores el PP presentaría un margen de seguridad de 15476 (tabla 25). La EFSA 
establece que las sustancias con margen de seguridad superior a 10000 no implican riesgo 
(EFSA 2005d).  
De manera similar a nuestro estudio, Sakhi et al. (2018) estimaron las ingestas diarias de 
diferentes fenoles ambientales y parabenos en madres e hijos concluyendo que ninguno 
de los participantes excedió la IDA para BPA, MP y EP según lo establecido por la EFSA. 
Callan et al. (2013) calculó la ingesta diaria media de BPA para una población de mujeres 
embarazadas de Australia, la ingesta estimada obtenida (rango 0.01-0.14 µg /kg·día) fue 
4. RESULTADOS 
203 
de 3 órdenes de magnitud por debajo de la ingesta diaria tolerable europea para BPA y la 
dosis de referencia de US EPA de 50 µg / kg·día. 
Respecto a los parabenos, en nuestro estudio, la suma de MP y EP obtenida en un 
escenario pesimista fue de 0.0434 mg/kg·día. Este valor es inferior a la IDA establecida 
por la EFSA (10 mg/kg·día) (EFSA, 2004). 
Como se describe en la tabla 25, las ingestas diarias calculadas son seguras para las 
madres lactantes, ya que HQ es tres órdenes de magnitud inferior a 1 para todas las 
sustancias estudiadas. 
4.4.3. Conclusiones 
• Tres bisfenoles (BPA, BPF y BPS) y cuatro parabenos (MP, EP, PP y BP) fueron 
detectados en la orina de madres lactantes en la Comunitat Valenciana. Respecto 
a los bisfenoles, el BPA es la sustancia más detectada (FD = 76%) con 
concentraciones de hasta 40 µg/g de creatinina. Compuestos análogos al BPA, 
como son el BPF y BPS que vienen reemplazándolo, presentan bajas frecuencias 
de detección en la población estudiada (FD =20%). El MP y EP son los parabenos 
con mayor frecuencia de detección en orina obteniendo concentraciones medias 
de 18 µg/g y 0.8 µg/g respectivamente. 
• En este estudio, se ha observado una asociación entre el uso de productos de 
cuidado personal y el consumo de alimentos con una mayor concentración a 
bisfenoles y parabenos. El uso de perfumes se asoció a mayores concentraciones 
de MP y BPA. Dos parabenos (MP y EP) y un bisfenol (BPA) mostraron una 
asociación con el consumo de algunos grupos de alimentos, como productos de 
pesca, legumbres, cereales y frutas.  
• La exposición estimada ha resultado ser de tres órdenes de magnitud por debajo 
de los valores de referencia para la evaluación del riesgo, por tanto, se puede 
concluir que no hay riesgo para la población de madres estudiada. 
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4.4.4. Artículo 5. Biomonitoring of bisphenols A, F, S and parabens in urine 
of breastfeeding mothers: exposure and risk assessment. Science of 
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Abstract 12 
In the present study we use human biomonitoring to assess the internal exposure and the risk 13 
to four parabens and three bisphenols in 103 Spanish breastfeeding mothers participating in the 14 
BETTERMIILK project. Urinary methylparaben (MP), ethylparaben (EP), propylparaben (PP) and 15 
butylparaben (BP), presented detection frequencies ranging from 92 % (MP) to 12 % (BP), while 16 
Bisphenol A (BPA), Bisphenol F (BPF) and Bisphenol S (BPS) were detected in 76 % (BPA) and 20% 17 
(PBF,S) of the mothers. Average parabens concentrations (GM: geometric mean) ranging from 18 
0.021 ng mL-1 (BP) to 1.245 ng mL-1 (MP), whereas bisphenols had GM concentrations from 0.042 19 
ng mL-1 (BPF) to 0.381 ng mL-1 (BPA). For risk assessment, direct (BPA) and reverse dosimetry 20 
(Parabens) were used. Hazard quotients (HQ) < 1 were calculated for both parabens and 21 
bisphenols.  22 
Sociodemographic characteristics, food consumption and personal care products usage (PCPs) 23 
patterns have been investigated as possible determinants of exposure. Regarding to PCPs, use 24 
of parfums was significantly associated with higher urinary levels of parabens and bisphenols. 25 
Regarding to food consumption, positive associations were found between BPA and fruit 26 
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consumption. Moreover, higher concentrations of MP and EP in breastfeeding mothers 27 
consuming fish fishing products and legumes/cereals were found. 28 
Keywords: Biomonitoring, Breastfeeding mothers, parabens, phenols, Urine. 29 
*Corresponding author. Tel.: +34 961925865; fax: +34 961925704. 30 
E-mail addresses: yusa_vic@gva.es (V. Yusà)  31 
1 Bettermilk project: E. Torres, M. Cernada, P. Correcher, A. Nuñez, A. Parra and A. Ramón 32 
1. Introduction 33 
Bisphenols (BPs) and Parabens are man-made chemicals used in various consumer products. 34 
Bisphenol A (BPA) is used in manufacturing of polycarbonate plastic and epoxy resins and is 35 
found in different products like cans (food and drink), dental sealants, thermal receipts, food 36 
packaging and personal care products (PCPs). Due to its toxicity, BPA has been banned in 37 
manufacture of infant feeding bottles in Europe since 2011. Consequently, bisphenols analogues 38 
like Bisphenol S (BPS) and Bisphenol F (BPF) are used as a substitution for BPA in some of the 39 
consumer products (Chen et al. 2016). Parabens (alkyl esters of the p-hydroxybenzoic acid) are 40 
widely used as antimicrobial preservatives, especially in cosmetics, pharmaceuticals, and in food 41 
and beverages. Methylparaben (MP), ethylparaben (EP), propylparaben (PP) and butylparaben 42 
(BP) are the most commonly used parabens. The widespread use of parabens as preservatives 43 
arises from their low toxicity, broad inertness, worldwide regulatory acceptance and low cost 44 
(Jardim et al. 2015). Diet is considered an important source of bisphenols. Certain food groups 45 
such as canned food, fish, meat and poultry have been associated with bisphenol levels (Sanchis 46 
et al. 2017). Exposure to parabens may occur through ingestion, inhalation and dermal 47 
absorption (Darbre et al. 2008).  48 
After oral ingestion, BPA suffers a metabolic processes, and is excreted mainly as BPA-49 
glucuronide in urine with a half-life of less than 6 h. Bisphenols analogues (BPS and BPF) 50 
metabolism in urine is less known, but it seems to be similar to BPA (Rochester et al 2008). 51 
Parabens may conjugate to β-D-glucuronide and sulphate, which reduces their bioactivity and 52 
facilitates urinary excretion .Generally, parabens are rapidly absorbed, metabolized, and 53 
excreted in urine from the body. Following excretion, the parent compounds can be measured 54 
in urine and have been shown to be valid biomarkers of exposure (Guo et al., 2017). Sakhi et al. 55 
(2018) confirm that parabens have short elimination half-life in humans, normally between 1-7 56 
hours. Although these substances, both bisphenols and parabens, are non-persistent chemicals 57 
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and have short elimination half-lives in humans, their widespread use and potential endocrine 58 
disrupting properties have made them chemicals of concern (Sakhi et al.,2018). 59 
European plastic material regulation has established the migration limit of 0.05 mg of BPA per 60 
kg of food (EU, 2011) and has banned the use of BPA in baby bottles and prohibited the migration 61 
of BPA from varnishes or coatings applied to materials in contact with food for infants and 62 
children 0-3 years old (EU, 2018). Taking into account the “general toxicity” of bisphenols, only 63 
a temporary tolerable daily intake (t-TDI) of 4 µg kg bw-1day-1 has been established for oral 64 
exposure to BPA (EFSA, 2015). In the case of parabens, EU allows and regulates the use of 65 
parabens in cosmetic products, food and pharmaceuticals. In addition, EFSA has established an 66 
acceptable daily intake (ADI) of 0-10 mg kg bw-1day-1 for the sum of MP, EP acid esters and their 67 
sodium salts based on studies which showed non-observed-adverse-effects-levels (NOAELs) for 68 
both parabens. Until now it has not been established an acceptable daily intake for PP (EFSA, 69 
2004). 70 
Apart from BPA, BPF and BPS have been already included as prioritised substances to be 71 
determined in human biomonitoring studies (HBM) (HBM4EU, 2017). Several biomonitoring 72 
studies have been implemented in order to determine urinary levels of BPF and BPS (Liao et al 73 
2012; Yang et al 2014; Zhou et al 2014). Although some HBM researches for bisphenols and 74 
parabens in urine have been performed in women population (Pollack et al., 2016; Buckley et 75 
al., 2016; Carita et al. 2013; Heffernan et al., 2016; Arbuckle et al., 2014; Sakhi et al., 2018; 76 
Jiménez-Díaz et al., 2016), only one has studied breastfeeding women (Hines et al. 2015). Lee et 77 
al. (2018) have studied the distribution of bisphenols in biological samples such as urine and 78 
human milk for pregnant women, before delivery, at delivery and 1 month after delivery. Levels 79 
of BPA in urine were 2.23 ng/mL and 0.51 ng/mL in human milk. Several studies have described 80 
levels of bisphenols (geometric mean of total BPA: 0.29 ng/mL) and parabens (mean MP: 2.18 81 
ng/mL) in human milk (Dualde et al 2019;Schlumpf et al 2010). Consequently, neonates are 82 
exposed to bisphenols and parabens through breastfeeding, and the levels of these substances 83 
in human milk are determined for the exposure of the mothers. For this reason, lactating 84 
mothers is a vulnerable group of population, and it is important to be studied more in depth. 85 
Human exposure to bisphenols and parabens can be estimated through both external and 86 
internal approach (Yusà et al. 2018). The internal exposure approach is based on internal dose 87 
measured through human biomonitoring, and these data can be used in a risk assessment 88 
context by both direct and reverse dosimetry.  89 
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For risk calculation using direct dosimentry we compare the internal dose of pollutants in 90 
biological fluids with health-based reference values or exposure guidance values such as 91 
Biomonitoring Equivalents (BE) (Krishnan et al., 2010). When guidance values are not available, 92 
reverse dosimetry can be used to assess external exposure using internal dose. Katsikantami et 93 
al. (2019) adopted this approach and calculated the Estimated Daily Intake (EDI) from urinary 94 
measurements of biomarkers. Once an EDI was estimated, risk assessment was performed 95 
calculating the hazard quotient (HQ) that is the ratio of EDI to Acceptable Daily Intake (ADI) of 96 
the substance. (Katsikantami et al. 2019; Yusà et al. (2018)  97 
The aim of the present study was: i) to determine the levels of three bisphenols ( BPA, BPS and 98 
BPF) and four parabens (MP, EP, PP and BP) in the urine of breastfeeding mothers living in 99 
Valencia (Spain) participating in the BETTERMILK; ii) to study the factors influencing the 100 
bisphenols and parabens levels; iii) to estimate the exposure and the risk assessment to 101 
bisphenols and parabens. 102 
2. Material and methods 103 
2.1. Study design and sample collection 104 
A total of 180 breastfeeding women aged between 20 and 45 were recruited from June to 105 
November 2015 at the University and Polytechnic Hospital “La Fe” (Valencia, Spain) as a part of 106 
the Bettemilk project. Details of the study design were described previously (Yusà et al., 2017). 107 
103 out of the 180 lactating women donated urine samples and were investigated.  108 
Urine sample collection was obtained between 2 and 8 weeks after birth. Mothers who signed 109 
the consent and agreed to participate, received a questionnaire in the Hospital to complete at 110 
home and a kit (disposable gloves and a sterile 100 mL polypropylene bottle) with instructions 111 
on how to collect the first-spot morning urine sample. In addition, they were informed about 112 
which day they had to prepare the fulfilled questionnaire and the urine sample, and when 113 
researchers would collect both things at home.  114 
Self-reporting questionnaires with detailed information on socio-demographic characteristics, 115 
lifestyles, cosmetic use and diet (food frequency consumption) were administered to the studied 116 
population. Food consumption frequency by groups was provided for filling and converted to 117 
semi-quantitative intakes, as explained in detail by Yusa et al (2017). 72-hour reminder 118 
questionnaire was also provided in a face-to-face interview, to mothers between 2 and 8 weeks 119 
after birth, in order to assess the recent exposure. Questions on the use of plastic food storage 120 
and consumption of canned food were included. 121 
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Samples and data from donors included in this study were managed by the IBSP-CV BioBank 122 
(PT13/0010/0064), integrated in the Spanish National Biobanks Network and in the Valencian 123 
Biobanking Network and they were processed following standard operating procedures with the 124 
approval of the Ethical and Scientific Committees. Samples were stored until analysis at -20ºC. 125 
The study and sampling protocol were approved by the Scientific Ethics Committee of the 126 
Valencian Research Centre for Public Health (FISABIO) of the Valencian Government (Dirección 127 
General de Salud Pública, DGSP) and the Biomedical Scientific Ethics Committee of the University 128 
and Polytechnic Hospital La Fe. Before inclusion in the study, potential participants were 129 
informed about the aim and relevance of the investigation. All participants signed an Informed 130 
Consent approved by the Ethic Committee. To protect the participant´s privacy, all the collected 131 
personal data and biological samples were coded and used only for the research purposes. 132 
2.2 Chemical analysis and Quality assurance/Quality control (QA/QC). 133 
The details of the sample preparation, LC-MS/MS analysis, analytical and performance of the 134 
method were described in a previous paper published by Sanchis et al. (2019). Creatinine 135 
analysis were done according to the kinetic methodology based on the Jaffé alkaline picrate 136 
reaction (Larsen, 1972) using an automatic analyser (Linear Kroma, USA). 137 
Samples were analysed under the quality system protocols following the ISO/IEC/EN 17025. 138 
Quality control samples to check the performance of the method were used in each batch, 139 
including reagent blanks, matrix blanks and spiked blank samples. The method was validated 140 
according to the SANTE /11813/2017 guideline (SANTE, 2017) defining the following 141 
performance criteria: recoveries within 70-120 %; repeatability RSD≤ 20%. The limit of 142 
quantification (LC) was defined as the lowest level of analyte that can be determined with 143 
acceptable recovery and precision. In order to assess the linearity, analysis of variance (ANOVA) 144 
Mandel’s fitting test and a R2 >0.99 was required.  145 
Compound identification and confirmation were based on these criteria: (i) Two ions, one for 146 
quantification and another for confirmation. In case of use the internal standard only one ion 147 
was required; (ii) ion ratio similar to the standards with a relative tolerance of ± 30% and (iii) 148 
retention time similar to the calibration standard ±0.1 min (SANTE, 2017) 149 
2.3. Statistical analysis  150 
Statistical analysis was performed using R software (version 3.4.0). Parabens and phenols levels 151 
in urine below detection limit were imputed following the maximum likelihood estimation 152 
method described in (EFSA, 2010). This method assumes that the data are distributed according 153 
to a certain parametric distribution and estimates the parameters of this distribution so that the 154 
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probability of obtaining the observed sample is maximized. A log-normal distribution was 155 
assumed for bisphenols and parabens levels in urine. 156 
A descriptive analysis of all the variables was performed. Qualitative variables were described 157 
by absolute frequencies and percentages. Quantitative variables were summarised by their 158 
median and range. Additionally, levels in urine were summarized by calculating the minimum, 159 
25th, 50th, 75th and 95th percentiles, arithmetic mean (AM), geometric mean (GM), maximum 160 
and standard deviation. Spearman correlation test was employed to explore correlations 161 
between bisphenols and parabens levels in urine. 162 
Simple and multiple linear regression models were built to assess the relationship between the 163 
concentration of each phenol and paraben in urine with sociodemographic, dietary (including 164 
package food consumption) and use of cosmetic products variables. The logarithmic 165 
transformation of parabens and bisphenols levels in urine was considered to get the normality 166 
of the response variables. Multiple regression models were built considering those variables 167 
with a p-value lower than 0.05 in simple regression models and following a backward variable 168 
selection procedure based on the Bayesian Information Criterion (BIC) (Konishi et al., 2003). 169 
2.4. Exposure and risk assessment 170 
Biomonitoring Equivalents (BE) are one of the guidance values used for risk assessment studies 171 
(Hays et al. 2018; Aylward et al, 2011). Krishnan et al. (2010) has described BE value for BPA. In 172 
this case, the Hazard Quotient (HQ) was calculated as the ratio between biomarker 173 
concentration (95th percentile) to specific BE value (Krishnan et al, 2010). A HQ > 1 indicated risk 174 
(EFSA, 2013). 175 
For the rest of the studied compounds, in which the internal guidance values are not available, 176 
reverse dosimetry has been applied in order to estimate bisphenols and parabens external 177 
exposure. Following this approach, the estimated daily intake (EDI) has been calculated 178 
according the following equation: 179 
EDI (mg/ kg bw day) = (C (mg⁄l)∙Vurine(l⁄day))/(F∙BW(kg)) (Equation (1)) 180 
where C is the obtained concentration of bisphenols or parabens; V urine is the total urinary 181 
volume excreted in 24 h; F is the compound urinary excretion factor and BW is the reference 182 
body weight. The considered C was the percentile 95th for each compound. The volume of urine 183 
for adults was 1.50 L according to Dirtu et al. (2013). There are no data available for the urinary 184 
excretion factor of each compound (MP, EP and PP) in the bibliography; in this case 1 and 0.25 185 
were considered as optimistic and pessimistic scenario, respectively. The body weight value 186 
considered was 70 kg (WHO, 2006).  187 
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The risk assessment was estimated depending on the reference values available for each 188 
compound. EFSA expert panel (2004) established a group ADI (Admissible Daily Intake) of 0-10 189 
mg/kg bw·day for MP and EP but could not recommend an ADI for PP. Consequently, for PP we 190 
have calculated a safety margin as described by Boberg et al. (2010).  191 
In the case of MP and EP, the risk assessment was estimated using the Hazard Quotients (HQ) 192 
as a risk descriptor, which were calculated as follows: 193 
HQ = (∑EDI calculated)/ (ADI ) (Equation (2)) 194 
where EDI is the estimated daily intake in this study and ADI is the admissible daily intake in 195 
which adverse effects are not expected. The values for each ADI were retrieved from EFSA 196 
reports (EFSA, 2004). EDI was compared to ADI calculating the HQ which is the ratio of the 197 
potential external exposure (EDI) to the levels at which no adverse effects are expected (ADI). 198 
Calculated daily intake was considered safe if HQ ˂ 1 (EFSA, 2013; Katsikantami et al 2019). 199 
On the other hand, the margin of safety has been used as a risk descriptor when ADI value was 200 
not available, which were calculated as follows: 201 
MS = (NOAEL)/ (EDI calculated) (Equation (3)) 202 
where EDI is the estimated daily intake in this study and NOAEL is the no-observed adverse effect 203 
level 204 
3. Results  205 
3.1. Parabens and bisphenols urine levels 206 
A total of 180 lactating mothers were selected to participate in the study. Urine specimens were 207 
obtained from 103 mothers .All mothers completed the various questionnaires. The studied 208 
personal and lifestyle variable results are presented in Table 1. Table SD-I describes food 209 
consumption by groups taking into account diet administered questionnaires. Frequency of use 210 
of cosmetic products in breastfeeding mothers are shown in Table SD-II. 211 
The occurrence of parabens and bisphenols in breastfeeding mother urine are presented in 212 
Table 2. Two parabens (MP and EP) and one bisphenol (BPA) were present at high frequencies 213 
between 73-92%. 95th percentile was 617 µg/g (MP), 35.2 µg/g (EP) and 9.7 µg/g (BPA). 214 
Histograms of MP, EP, PP and BPA concentrations are depicted in Figure 1.  215 
Taking into account that BP, BPF and BPS presented frequencies of detection lower than 40%, 216 
these substances have not been considered for regression studies. 217 
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Table SD-VII presents the correlation between paraben compounds. PP was significantly 218 
correlated to EP (p-value ≤0.001). Mothers with higher PP urinary levels also presented more EP 219 
in their urine. However, any correlation was found for bisphenols. As it can be observed in table 220 
SD-VIII, BPA was not correlated with any other phenol. 221 
3.2. Factors of influence on parabens and BPA levels 222 
The results of the simple regression model between the independent variables with the levels 223 
of parabens and bisphenols in urine are shown in tables SD-III, IV, V and VI. The parameters 224 
which showed the lowest p-values (≤ 0.05) using simple regression model were studied using a 225 
multiple regression model. As observed in tables SD-III, IV, V and VI, simple regression models 226 
showed some associations, which were later not confirmed in multiple regression models. This 227 
is the case of consuming package products and daily use of parfums for MP and BPA and applying 228 
skin care products for PP and BPA.  229 
Table 3 shows the results for the variables for which we have found positive association using 230 
multiple regression model. Cosmetic products such as parfums showed high correlation for two 231 
compounds (MP and BPA). The mothers who used perfumes several times a week presented 232 
higher levels of MP than mothers who never used perfumes. Similarly, mothers who used 233 
perfumes daily or monthly also showed higher levels of BPA in their urine than mothers who 234 
never use these products (see Table 3). 235 
3.3. Exposure and risk assessment for breastfeeding mothers 236 
Exposure and risk assessment have been studied for one bisphenol (BPA) and three parabens 237 
(MP, EP and PP) due to their detection frequency was higher than 40% in the studied 238 
breastfeeding mothers.  239 
Table 4 shows the estimated daily intakes (EDI) of different high detected parabens and BPA. 240 
EDIs for the sum of MP and EP was 0.0108 mg/kg·day (in an optimistic scenario) and 0.0434 241 
mg/kg·day (in a pessimistic scenario). Both EDIs are lower than the ADI reported by EFSA (10 242 
mg/kg·day for the sum of MP and EP). Consequently, HQs in both scenarios are two orders of 243 
magnitude lower than 1, which means that the exposure do not present risk for the mothers 244 
health. Table 4 lists safety margin for PP in the optimistic scenario. Considering a NOAEL value 245 
of 6.5 mg/kg·day (Boberg et al 2010), the margin of safety estimated in this study was 15476. 246 
Regarding to BPA, for which exists a BE of 2 mg L-1 (Krishnan et al. 2010), the calculated hazard 247 
coefficient was 0.0049. Consequently, no risk was derived from the estimated exposure. 248 
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4. Discussion 249 
Table 5 presents urine´s paraben and bisphenol concentrations for different populations around 250 
the world. Higher BPA geometric mean concentrations have been described in American women 251 
(2.04 µg/g creatinine) and Australian pregnant women (1.95 µg/g creatinine) than in the present 252 
study (0.94 µg/g creatinine). Regarding to the exposition of bisphenols in breastfeeding 253 
women´s urine, to our knowledge, Hines et al. (2015) is the only study available in the literature 254 
anddetected higher concentrations in 75th percentile (4.1 ng mL-1) than our breastfeeding 255 
mothers (2.9 ng mL-1). 256 
Previous worldwide studies, one in Australia (Heffernan et al., 2016) and other in Norway (Sakhi 257 
et al., 2018), studied the levels of BPS and BPF in urine of pregnant and no-pregnant women, 258 
respectively. BPS and BPF were not found on Australian pregnant women´s urine (Heffernan et 259 
al., 2016). However, Sakhi et al. (2018) reported geometric means of 0.11 ng mL-1 and 0.08 ng 260 
mL-1 for BPS and BPF, respectively, in Norwegian non-pregnant women, that are higher than in 261 
our study.. 262 
Different studies have reported the concentrations of certain parabens in the urine of adults 263 
(Quiros-Alcalá et al., 2018) and women (Sakhi et al., 2018; Jimenez-Díaz et al., 2016; Pollack et 264 
al., 2016) in USA, China, Norway and Tunis. However, information on the paraben 265 
concentrations in the urine of vulnerable populations, such as pregnant or lactating women, is 266 
limited. To our knowledge, Hines et al. (2015) published the only study for breastfeeding 267 
mothers, in which they investigated different parabens concentrations in lactating mothers 268 
‘urine from 2004 to 2005 in USA. All four parabens (MP, EP, PP and BP) detected in 34 lactating 269 
mothers were also found in our breastfeeding mother population. In all cases the levels found 270 
were higher than in our study (see Table 5).  271 
In simple linear regression models, no association was seen between the variables age of 272 
participant, “having their first children pregnancy”, BMI (body mass index) and urinary BPA 273 
concentration. Similar to our results, Philips et al. (2018) did not find association between 274 
maternal age and bisphenol concentrations in multivariable associations. Other studies have 275 
found association between maternal BMI, smoking, maternal age, lower education with higher 276 
BPA levels using different methodologies (Callan et al 2013; Arbuckle et al 2014; Valvi et al 2015). 277 
Jiménez-Díaz et al. (2016) found association, using Mann–Whitney U test, between age and 278 
urinary levels of PP, probably due to a more frequent use of personal care products in young 279 
adult women compared to older women. They also found that women working outside home 280 
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showed higher urinary levels of PP than homeworkers, suggesting a greater use of cosmetics 281 
and processed food in women working outside home.  282 
Both the use of personal care products (PCPs) and consumption of food were the main 283 
predictors of bisphenols and paraben levels in the multiple linear regression model. Use of PCPs 284 
is one of the major sources of exposure to parabens. For PCPs, we found positive associations 285 
between use of parfums and concentrations of MP and BPA. However, we did not find 286 
associations with other PCPs such as skin care, sunscreen, deodorants or hair colour for the 287 
studied substances. In contrast, Sakhi et al. (2018) found positive associations between use of 288 
hand soap, face cream, hair products and concentrations of most environmental phenols and 289 
parabens in mothers and children in Norwegian population 290 
When exploring dietary determinants, some food groups were significantly associated with 291 
urinary MP (fish), EP (legumes and cereals) and BPA (fruits) levels. However, other studies have 292 
not identified a clear pattern with any of the food groups consumed and the studied 293 
environmental phenols (Sakhi et al. 2018). Although some studies have shown that consumption 294 
of canned food is important predictor of urinary BPA, in the present work, we have not found 295 
this association (Sakhi et al. 2018; Philips et al 2018). Positive, though weak associations, were 296 
found between BPA and fruit consumption. The main route of BPA exposure is believed to be 297 
dietary and the major food sources are suggested to be canned products such as tinned meat, 298 
vegetables or fruits (Callan et al 2013). Unfortunately, in our questionnaire, we do not have 299 
information about the percentage of tinned fruit consumed by our population. We observed 300 
slightly higher concentrations of MP and EP in breastfeeding mothers who had eaten fishing 301 
products and legumes/cereals, respectively. Probably, this is due to parabens have mainly been 302 
used as antimicrobial preservatives in these food products (Sakhi et al 2018). Jiménez-Díaz et al. 303 
(2016), described that cereal consumption was positively associated with urinary levels of MP, 304 
probably because of the migration of this compound from antibacterial plastic packaging. 305 
However, Philips et al. (2018) found lower concentrations of BPS in pregnant woman who had 306 
eaten a large quantity of grains, while for women with a high consumption of fish and shellfish 307 
higher BPA concentrations were found (Philips et al. 2018). 308 
In agreement with our results, Aker et al. (2018) have found correlation between parabens. They 309 
found strongly correlation between MP and PP, and moderately in the case of BP and EP. In 310 
contrast, for bisphenols any correlation has been found in the literature and in this study. Sakhi 311 
et al. (2018) did not find correlation between BPA and any environmental phenols. 312 
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Like in our study, Sakhi et al. (2018) estimated daily intakes of different environmental phenols 313 
and parabens in mothers and children. In agreement with our results, none of the participants 314 
exceeded the ADI for BPA, MP and EP as established by EFSA. Median daily intake for BPA was 315 
calculated in Australian pregnant women population by Callan et al. (2013). In that study, the 316 
estimated intake (range 0.01-0.14 µg/kg·day) obtained was 3 orders of magnitude below the 317 
European tolerable daily intake for BPA and US EPA reference dose of 50 µg/kg·day (Callan et al. 318 
2013). Regarding to parabens, the sum of MP and EP obtained in a pessimistic scenario in this 319 
study was 0.434 mg/kg·day. This value is lower than the ADI established by EFSA (10 mg/kg·day) 320 
(EFSA, 2004). As described in table 4, calculated daily intakes are safe for breastfeeding mothers, 321 
since HQ is three orders of magnitude lower than 1 for all the studied substances. 322 
5. Conclusions 323 
Three bisphenols (BPA, BPF and BPS) and four parabens (MP, EP, PP and BP) were found in urine 324 
from breastfeeding Spanish mothers. BPA was the highly detected bisphenol, with 325 
concentrations ranging from values <LOQ to 40 µg/g creatinine. Low frequencies of detection 326 
have been observed for BPF and BPS. MP and EP were the most detected parabens in urinary 327 
samples, with concentrations in 95th percentile of 617 µg/g (MP) and 35.2 µg/g (EP)..  328 
Use of parfums was associated with higher concentrations of MP and BPA. Two parabens (MP 329 
and EP) and one bisphenol (BPA) showed an association with some food groups consumption 330 
such as fishing products, legumes, cereals and fruits.  331 
In general, the estimated exposure are three orders of magnitude lower than the reference 332 
values for risk assessment, consequently, it can be concluded that there is no risk for the studied 333 
mothers. 334 
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Table 1. Characteristics of the study population 476 
Characteristics 
 n (%) 
(N=103) 
Mother   
Number of children   
1  61 (59.22 %) 
2  33 (32.04 %) 
3 or more  9 (8.74 %) 
Age (years)  34 (20 - 45)a 
Weight before pregnancy (kg)  60 (42 - 92)a 
Height (cm)  163 (150 - 184)a 
BMI before pregnancy (kg/m2)  21.9 (16.6 – 35.4)a 
Diet during pregnancy   
Yes  13 (12.62 %) 
No  88 (85.44 %) 
Country of birth   
Spain  88 (85.44 %) 
Foreign  13 (12.62 %) 
Place of residence   
Urban  75 (72.81 %) 
Rural  17 (16.51 %) 
Education level   
Only primary school  11 (10.68 %) 
Secundary school  21 (20.39 %) 
University  71 (68.93 %) 
Occupational status   







Unemployed  15 (14.56 %) 
Time worked outside the home (years)  9 (0 - 28)a 
Use of cosmetics at work   
Yes  8 (7.77 %) 
No  95 (92.23 %) 
Breastfed   
Yes  70 (67.96 %) 
No  29 (28.15 %) 
Physical exercise   
3 or more days/week  15 (14.56 %) 
1 or 2 days/week  17 (16.50 %) 
Occasionally  44 (42.72 %) 
Never  24 (23.30 %) 
Smoker   
Yes  7 (6.8 %) 
Ex-smoker  41 (39.81 %) 
Never  55 (53.4 %) 
Child   
Gestational age (weeks)  40 (35 - 41)a 
Sex   
Boy  38 (36.89 %) 
Girl  62 (60.19 %) 
Weight (g)  3350 (2160 - 4350)a 
Height (cm)  51 (46 - 55)a 
Cranial perimeter (cm)  34 (32.5 - 37)a 
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Table 3. Results of the multiple linear regression model for log [parabens and phenols] levels in 477 
urine of breastfeeding mothers 478 
Compounds Variable Estimated coefficients (95% CI) Standard error P-value 
MP Intercept -25.5186 (-49.1037 - -1.9335) 11.6401 0.0347* 
 
Fishing products (g/month) (N=97) 0.0003 (0.00004 - 0.0006) 0.0004 0.0256* 
 
Parfums: several times a week 
(N=20) 
2.6393 (0.7646 - 4.5139) 0.9252 0.0071* 
EP Intercept 4.7844 (2.1253 - 7.4434) 1.3386 0.0006* 
 
Legumes and cereals (g/month) 
(N=103) 
0.0002 (0 – 0.0003) 0.0001 0.0239* 
BPA Intercept -10.9894 (-19.9693 - -2.0095) 4.5179 0.017* 
 Fruits (g/month) (N=97) 3.29·10-5 (3.79·10-6 – 0.0001) 1.46·10-5 0.0272* 
 
Parfums: daily (N=28) 1.0128 (0.2144 - 1.8111) 0.4017 0.0135* 




Table 4. Estimated daily intakes, hazard quotients, reference values and margin of safety. 479 



















Margin of Safety 
0.02 0.00042 6.5 15476 
BPA 
P95a [mg/L] BEc[mg/L] HQ 
0.0097 2 0.0049 
a: 95th Percentile, b: no-observed adverse effect, c: biomonitoring equivalent value. 480 
  






Table 5. Comparative data on levels of parabens and bisphenols A, F and S in urine in other studies 
 Study Country/location Year Population N DF (%)a 
Age 
(years) 
P75 (75th Percentile ) GM (geometric means) 
Compounds  
MP                 
 This study Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 92 20-45 165 ng mL-1 (154.8 µg/g creat) 17.7 ng mL-1 (18.03 µg/g creat) 
 Quirós-Alcalá et al., 2018 United States 2007-2014 adults 4730 >90 ≥20 245.9  ng mL-1 (253.8 µg/g creat) 5.8 ng mL-1 (5.9 µg/g creat) 
 Adoamnei E et al., 2018 Spain (Murcia) 2010-2011 Young men 215 60-92 18-23 40.8 ng mL-1 (27.3 µg/g creat) 11.2  ng mL-1  (8.8 µg/g creat) 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 - 32-56 171 (ng mL-1) 61.5 ng mL-1 
 Jiménez-Díaz I et al., 2016 Tunis 2012 Women 34 94 [<45, >45] - 34.94 ng mL1 
 Pollack A et al.,2016 United States 2005-2007 women 509 - [ ˃ 18,44] 146.9  ng mL1 (101.7 µg/g creat) 49.5   ng mL1 (37.2 µg/g creat) 
 Hines E. et al., 2015 United States 2004-2005 breastfeeding mothers 34 100 - 266  ng mL1 - 
EP                 
 This study Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 73 20-45 2.6 ng mL
-1 (2.63 µg/g creat) 0.78 ng mL-1  (0.79 µg/g creat) 
 Quirós-Alcalá et al., 2018 United States 2007-2014 adults 4730 <50 ≥20 6.7  ng mL
-1 (6.6 µg/g creat) -  
 Adoamnei E et al., 2018 Spain (Murcia) 2010-2011 Young men 215 60-92 18-23 3.9 ng mL
-1 (3 µg/g creat) 1.1  ng mL-1 ( 0.85µg/g creat) 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 - 32-56 18.6 ng mL
-1 3.34 ng mL-1 
 Jiménez-Díaz I et al., 2016 
Tunis 2012 Women 34 68 [<45, >45] - 1.77 ng mL-1 
 Pollack A et al.,2016 United States 2005-2007 women 509 - [ ˃ 18,44] 4.8  ng mL
1 4.4( µg/g creat) 0.8   ng mL1 (0.6 µg/g creat) 






Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 49 20-45 1.5 ng mL-1 (1.63 µg/g creat) 0.21 ng mL-1 (0.21 µg/g creat) 
 Quirós-Alcalá et al., 2018 
United States 2007-2014 adults 4730 >90 ≥20 50.9 ng mL-1 (54.5 µg/g creat) 2.4 ng mL-1 ( 2.4 µg/g creat) 
 Adoamnei E et al., 2018 Spain (Murcia) 2010-2011 Young men 215 60-92 18-23 3.7 ng mL
-1 (2.6 µg/g creat) 0.64 ng mL-1 ( 0.5 µg/g creat) 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 - 32-56 25.7 ng mL
-1 5.38 ng mL-1 
 Jiménez-Díaz I et al., 2016 Tunis 2012 Women 34 71 [<45, >45] - 3.06 ng mL
-1 
 Pollack A et al.,2016 United States 2005-2007 women 509 - [ ˃ 18,44] 48.6  ng mL
1 (30.2 µg/g creat) 12.5   ng mL1 (9.4 µg/g creat) 
 Hines E. et al., 2015 United States 2004-2005 breastfeeding mothers 34 >50 - 69  ng mL
1 - 
BP                  
 This study Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 12 20-45 0.08 ng mL
-1 (0.08 µg/g creat) 0.021 ng mL-1 ( 0.021 µg/g creat) 
 Quirós-Alcalá et al., 2018 United States 2007-2014 adults 4730 <50 ≥20 0.6 ng mL
-1 (0.7 µg/g creat) - 
  Adoamnei E et al., 2018 Spain (Murcia) 2010-2011 Young men 215 9 18-23 - - 
a: frequency of detection (%) 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 - 32-56 0.48 ng mL
-1 0.15 ng mL-1 
Jiménez-Díaz I et al., 2016 Tunis 2012 women 34 38 [<45, >45] - < 0.2  ng mL
-1 
                     Pollack A et al.,2016 United States 2005-2007 women 509 - [ ˃ 18,44] 2.3   ng mL
1 (1.7 µg/g creat) 0.3   ng mL1 (0.2 µg/g creat) 
                    Hines E. et al., 2015 United States 2004-2005 breastfeeding mothers 34 <50 - 4.6 ng mL
1 - 
BPA  
        
 This study Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 76 20-45 2.9   ng mL
-1 (3.56 µg/g creat) 0.927ng mL-1 (0.94 µg/g creat) 
 Pollack A et al.,2016 
USA (Massachusetts) 2005-2007 women 509 - [ ˃ 18,44] 6.8   ng mL-1 (4.8 µg/g creat) 1.7   ng mL-1 (2.04 µg/g creat) 
 Hines E. et al., 2015 United States 2004-2005 breastfeeding mothers 34 80-90 - 4.1  ng mL
-1 - 
 Carita A et al.,2013 Western Australia 2008-2011 Pregnant women 173 85 [25-39] - 1.6  ng mL
-1 (1.95 µg/g creat) 
 Arbuckle T et al.,2014 Canada 2008-2011 Pregnant women 1788 88 [25-39] - 1.02 ng mL
-1 
 Heffernan A et al.,2016 Australia (Brisbane) - Pregnant women 30 100 >18 - 5  ng mL
-1 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 100 32-56 4.14 ng mL
-1 3.02 ng mL-1 
 Jiménez-Díaz I et al., 2016 Tunis 2012 women 34 65 [<45, >45] 1.40  ng mL
-1 0.44 ng mL-1 
 Buckley J. et al., 2016 United States  1998-2002 Pregnant women 479 86 - 2.30 ng mL
-1 1.25 ng mL-1 
BPS   
        
 This study 
Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 20 20-45 0.17 µg L-1 (0.17 µg/g creat) 0.061 ng mL1 (0.062µg/g creat) 
 Heffernan A et al.,2016 Australia (Brisbane) - Pregnant women 30 10 >18 - - 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 42-48 32-56 0.26 ng mL
-1 0.11 ng mL-1 
BPF          
  
This study Spain (Valencia) 2015 breastfeeding mothers 119 20 20-45 0.135  ng mL1 (0.14 µg/g creat) 0.042 µg L-1 (0.043µg/g creat) 
 Heffernan A et al.,2016 Australia (Brisbane) - Pregnant women 30 N.D >18 - - 
 Sakhi  A.K. et al., 2018 Norwegian 2012 women 48 4-15 32-56 < LOD 0.08 ng mL
-1 
      
 

















    
    





Las principales conclusiones generales derivadas de la realización de los estudios 
descritos en esta Tesis Doctoral son las siguientes:  
• Existe una necesidad de mayor regulación a nivel europeo en relación a las 
sustancias que migran desde los materiales no plásticos a los alimentos. 
• Se observa una clara tendencia a la integración de los procedimientos de 
extracción y purificación en la preparación de la muestra, minimizando el uso de 
disolventes orgánicos y sustituyendo las técnicas de extracción convencionales 
por otras más novedosas, como PLE, SPME, FUSLE y QuEChERS.  
• Las metodologías analíticas basadas en HPLC-MS/MS ofrecen una alta 
sensibilidad, permitiendo alcanzar límites de detección y cuantificación muy 
bajos. Esta característica es imprescindible para el control oficial de sustancias 
reguladas, tanto en los materiales como en los alimentos. Al mismo tiempo, es 
una herramienta muy útil para los estudios de “biomonitoring” de sustancias 
definidas (“análisis target”). 
• El gran potencial que presenta el uso de la alta resolución (HRMS), gracias a su 
selectividad y su elevado poder de resolución (50000 FWHM), posibilita el 
desarrollo de métodos target, postarget o “suspect screening” para los 
contaminantes derivados de los MCA. Una tendencia clara, que se reforzará en 
los próximos años, es el uso de LC-HRMS para un análisis mucho más amplio de 
los contaminantes del envasado de alimentos. 
• El estudio de evaluación del riesgo debido a la exposición a parabenos y bisfenoles 
realizados en orinas de madres lactantes nos han indicado que, en general, los 
niveles encontrados en la población estudiada en la Comunitat Valenciana no 
suponen un riesgo para la salud de las personas.  
Las conclusiones específicas ya han sido recopiladas en cada uno de los capítulos. A 
continuación, se detallan agrupadas por los diferentes estudios: 
Capítulo 1 
• La estrategia analítica desarrollada combina el análisis cuantitativo de 8 PAAs de 
en utensilios de poliamida (target) con un cribado retrospectivo de distintas 
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familias de compuestos procedentes de los materiales en contacto con los 
alimentos (envasado), mediante el uso de UHPLC-HRMS. 
• El método cuantitativo presenta límites de cuantificación menores de 2 g kg-1 
para la mayoría de los analitos, con recuperaciones entre el 60 y el 120 % y 
precisiones menores del 15%, lo que lo hace útil para el control oficial. 
• El potencial analítico de la alta resolución, la masa exacta y la adquisición en 
barrido completo con y sin fragmentación, permite la comparación con bases de 
datos para la identificación inicial de posibles contaminantes no incluidos en el 
método (análisis retrospectivo). 
• La aplicación del método desarrollado en muestras reales combinando el análisis 
target y el postarget hacen de esta estrategia una prometedora herramienta para 
estudios de exposición a contaminantes procedentes del envasado y de los 
materiales. 
Capítulo 2 
• Se ha desarrollado una estrategia analítica basada en UHPLC-HRMS que permite 
el análisis comprensivo (target y postarget) de fotoiniciadores y aminas en 
distintos envases para alimentos y que puede utilizarse en la monitorización de 
estas sustancias. 
• El método cuantitativo se ha desarrollado para 10 fotoiniciadores y 8 aminas, 
presentando un límite de cuantificación entre 0.5-5 µgkg-1 para los fotoiniciadores 
y 2-2.5 µgkg-1 para las aminas, con recuperaciones entre el 72 y el 120%, con 
precisiones menores del 20 % en dos tipos de simulantes (B y D1). 
• Además de la masa exacta y del perfil isotópico, la identificación de las sustancias 
target y postarget (análisis retrospectivo) mejora utilizando los fragmentos 
generados en la celda de colisión (HCD) del Orbitrap. Sin embargo, es necesaria 
una optimización previa de la energía de colisión. 
• El análisis postarget realizado sobre muestras reales mediante comparación con 
una base de datos de 87 sustancias, posibilitó la identificación tentativa de nuevos 
compuestos presentes en los materiales como perfluorados y retardantes de llama 




• Se ha desarrollado una metodología rápida y sensible para la determinación de 
bisfenoles (BPA, BPF y BPS) y parabenos (MP, EP, PP y BP) en orina.  
• El uso de una fuente APCI en el análisis LC-MS / MS reduce el efecto de la matriz 
y aumenta la sensibilidad del método para los bisfenoles, especialmente para el 
bisfenol A, obteniendo límites de detección mucho más bajos con fuente APCI.  
• La preparación de la muestra es rápida y no requiere disolventes adicionales. La 
combinación de la preparación genérica de la muestra y la sensibilidad del análisis 
LC-MS/MS muestra su utilidad para futuros estudios de biomonitorización en 
orina humana.  
Capítulo 4 
• Tres bisfenoles (BPA, BPF y BPS) y cuatro parabenos (MP, EP, PP y BP) fueron 
analizados en la orina de madres lactantes en la Comunitat Valenciana. El BPA y 
el MP fueron las sustancias con mayores frecuencias de detección, 76% y 92% 
respectivamente. Compuestos análogos al BPA, cómo son el BPF y BPS, 
presentan baja frecuencia de detección FD =20%. Los parabenos EP y PP se 
detectaron con una frecuencia de detección del 73 y 49 % respectivamente, el BP 
presentó una FD del 12%.  
• En la población de mujeres estudiada, el BPA con concentración media de 0.94 
µg/g de creatinina presenta niveles más bajos que los descritos en la literatura para 
poblaciones similares. El MP, EP y PP con concentraciones medias de 18 µg/g, 
0.8 µg/g y 0.2 µg/g respectivamente, tienen niveles inferiores a otro estudio 
realizado en EE. UU. para el mismo tipo de población. 
• En este estudio, se ha observado una asociación entre el uso de productos de 
cuidado personal y el consumo de alimentos con una mayor concentración a 
bisfenoles y parabenos. El uso de perfumes se asoció con mayores 
concentraciones de MP y BPA. Dos parabenos (MP y EP) y un bisfenol (BPA) 
mostraron una asociación con el consumo de algunos grupos de alimentos, como 
productos de pesca, legumbres, cereales y frutas.  
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• La exposición estimada ha resultado ser de tres órdenes de magnitud inferior a los 
valores de referencia basados en salud, por tanto, se puede concluir que no hay 
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Fragment ion 1 (elemental 
composition) 
ref 




1,5-Diaminonaphthalene 2243-62-1 C10H10N2 M+H 159.09167 143.07287 (C10H9N) [9]  
 
 




1-Hydroxycyclohexyl phenyl ketone 947-19-3 C13H16O2 M+H 205.1223 186.9958 (C12H11O2) [23]   
2,2-dimethoxy-2-phenylacetophenone 24650-42-8 C16H16O3 M+H 257.11722 225.0910 (C15H13O2)    
2,4,5_trimethylaniline 137-17-7 C9H13N M+H 136.11207 119.0855 (C9H11) [5]   
2,4-Diethyl-9H-thioxanthen-9-one 82799-44-8 C17H16OS M+H 269.09946 253.1045 (C17H17S)    
2,4-Toluenediamine 95-80-7 C7H10N2 M+H 123.09167 108.0682 (C6H8N2) [5,9] 105.0573 (C7H7N)  
2,6-Dimethylaniline 87-62-7 C8H11N M+H 122.09642 105.0698 (C8H9) [5] 107.0855 (C8H11) [5] 
2,6-Toluenediamine 823-40-5 C7H10N2 M+H 123.09167 108.0682 (C6H8N2) [5,9] 105.0573 (C7H7N)  




2H-perfluoro-2-decenoic acid 67-56-1 C10H2F16O2 M+H 458.9872 304.2182 (C7H30F10) [24]   
2-Hydroxy-2-methylpropiophenone 7473-98-5 C10H12O2 M+H 164.08373 109.0647(C7H9O)    
2-Isopropyl Thioxanthone 5495-84-1 C16H14OS M+H 255.08381 199.0575 (C13H11S)  213.0368 (C13H9O5) [25] 










Fragment ion 1 (elemental 
composition) 
ref 




2-Perfluorooctyl ethanoic acid Not available C10H3F17O2 M+H 478.99345 389.0005 (C10H3F14) [24]   




3,3-Dimethoxybenzidine 119-90-4 C14H16N2O2 M+H 245.12118 198.0913 (C13H12NO)    












4,4-Methylene-bis-(2-Methylaniline) 838-88-0 C15H18N2 M+H 227.15427 120.0807 (C8H10N) [5]   
4,4-Methylenedianiline 101-77-9 C13H14N2 M+H 199.12297 106.0652 (C7H8N) [5,9] 76.0308 (C6H4) [5] 
4-(Methylthio)aniline 104-96-1 C7H9NS M+H 140.04567 106.0651 (C7H8N)    
4-aminoazobenceno 60-09-3 C12H11N3 M+H 198.10257 105.0447 (C6H5N2)    
4-Aminobiphenyl 92-67-1 C12H11N M+H 170.09642 153.0698 (C12H9) [5] 152.06205 (C12H8) [5] 
4-BenzoyIbiphenyl 2128-93-0 C19H14O M+H 259.11174 181.0647 (C13H9O)    
4-Chloro-o-toluidine 95-69-2 C7H8ClN M+H 142.0418 125.0152 (C7H6Cl)    
4-Isopropylthioxanthone 83846-86-0 C16H14OS M+H 255.08381 213.0368 (C13H9OS) [25]   
4-Methoxy-m-phenylenediamine 615-05-4 C7H10N20 M+H 139.08658 107.0603 (C6H7N2)    
5-Nitro-o-Toluidine 99-55-8 C7H8N2O2 M+H 153.06585 106.0651 (C7H8N)    









Fragment ion 1 (elemental 
composition) 
ref 




Benzidine 92-87-5 C12H12N2 M+H 185.10732 166.0651 (C12H8N) [5]   
Benzophenone 119-61-9 C13H10O M+H 183.08044 152.0620 (C12H8)    




Bisphenol A 80-05-7 C15H16O2 M+H 228.11448 211.1117 (C15H15O) [25] 107.0491 (C7H7O)  
Bisphenol A (2,3-dihydroxypropyl) glycidyl 
ether 
76002-91-0 C21H26O5 M+H 358.17747 135.0804 (C9H11O) [25]   
Bisphenol A (3-chloro-2-hydroxupropyl) 
(2,3-dihydrocypropyl) ether 
227947-06-0 C21H27CLO5 M+H 394.15415 135.0804 (C9H11O) [25] 107.0491 (C7H7O)  
Bisphenol A (3-chloro-2-hydroxypropyl) 
glycidyl ether 
13836-48-1 C21H25CLO4 M+H 376.14358 227.0833 (C12H16ClO2) [25]   
Bisphenol A bis (1,2-dihydroxypropyl) ether 5581-32-8 C21H28O6 M+H 376.18804 135.0804 (C9H11O) [25]   
Bisphenol A bis(3-chloro-2-
hydroxypropyl)ether 
4809-35-2 C21H26CL2O4 M+H 412.12026 227.0833 (C12H16ClO2) [25]   
Bisphenol A diclycidyl ether 1675-54-3 C21H24O4 M+H 340.16691 107.0491(C7H7O)    
Bisphenol B 77-40-7 C16H18O2 M+H 242.13013 149.0961 (C10H13O)    
Bisphenol E 2081-08-5 C14H14O2 M+H 214.09883 121.0648 (C8H9O)    
Bisphenol F 620-92-8 C13H14O2 M+H 202.09883 168.0569 (C12H8O) [25] 107.0491(C7H7O)  
Bisphenol F bis(2,3-dihydroxypropyl) ether 72406-26-9 C21H28O6 M+H 376.18804 201.0910 (C13H13O2)    
Bisphenol F bis(3-chloro-2-
hydroxypropyl)ether 










Fragment ion 1 (elemental 
composition) 
ref 




Bisphenol F diglycidyl ether 2095-03-6 C19H20O4 M+H 312.13561 201.0910 (C13H13O2) [25]   
Bisphenol S 80-09-1 C12H10O4S M+H 250.02943 156.9954 (C6H5O3S)    
di-2-ethylhexyl phthalate 117-81-7 C24H38O4 M+H 391.28428 279.1597 (C16H23O4)  149.0237 (C8H5O3)  




di-isononyl phthalate 68515-48-0 C26H42O4 M+H 419.31558 275.1598 (C17H23O3)    
di-n-butyl phthalate 84-74-2 C16H22O4 M+H 279.15908 149.0233 (C8H5O3)    
Ethyl 4-dimethylaminobenzoate 10287-53-3 C11H15NO2 M+H 194.11755 120.0808 (C8H10N)    
m-Phenylenediamine 108-45-2 C6H8N2 M+H 109.07602 92.0495 (C6H6N) [5]   
o-Aminoazotoluene 97-56-3 C14H15N3 M+H 226.13387 106.0651 (C7H8N)    
2-Anisidine 104-94-9 C7H9NO M+H 124.07569 107.0491 (C7H7O)    
o-Dianisidine 119-90-4 C14H16N2O2 M+H 245.12845 121.0522 (C7H7NO) [7]   
o-Toludine 95-53-4 C7H9N M+H 108.08077 91.0542 (C7H7) [5,7]   
p-Aminoazobenzene 60-09-3 C12H11N3 M+H 198.10257 183.0889 (C12H11N2)    
p-Chloroaniline 106-47-8 C6H6ClN M+H 128.02615 110.9996 (C6H4Cl)    
Perfluoro-1-butanesulfonate 29420-49-3 C4HF9SO3 M+H 300.95754 79.0917 (C4H11F) [24]   
Perfluorobutanoic acid 375-22-4 C4HF7O2 M+H 214.99375 198.9980 (C4HF7O) [24]   
Perfluorodecane sulfonate 1763-23-1 C10H2F20 M+H 502.99099 91.0917 (C5H11F) [24]   









Fragment ion 1 (elemental 
composition) 
ref 




Perfluorodecanoic acid 2058-94-8 C10HF19O2 M+H 514.97459 467.9812 (C9HF18O) [24]   
Perfluorododecanoic acid 307-55-1 C12HF23O2 M+H 614.9682 545.9729 (C11HF20O2) [24]   
Perfluoroheptanoic acid 375-85-9 C7HF13O2 M+H 364.98417 317.9905 (C6HF12O) [24]   
Perfluorohexane sulfonate 355-46-4 C6F13O3S M+H 339.94333 83.0666 (C3F2H8) [24]   
Perfluorohexanoic acid 307-24-4 C6HF11O2 M+H 314.98737 298.9924 (C6HF11O) [24]   
Perfluorononanoic acid 375-95-1 C9HF17O2 M+H 464.97778 419.9801 (C8F17) [24]   
Perfluorooctane sulfonamide 754-91-6 C8H2F17NO2S M+H 499.96075 79.0917 (C4H11F) [24]   
Perfluorooctane sulfonate 1763-23-1 C8HF17O3S M+H 500.94477 95.9839 (C2HF2S) [24]   
Perfluorooctanoic acid 335-67-1 C8HF15O2 M+H 414.98097 367.9879 (C7HF14O) [24]   
Perfluoropentanoic acid 2706-90-3 C5HF9O2 M+H 264.99055 248.9956 (C5HF9O) [24]   
Perfluorotridecanoic acid 72629-94-8 C13HF25O2 M+H 664.96501 620.9751 (C12HF25) [24]   
Perfluoroundecanoic acid 2058-94-8 C11HF21O2 M+H 564.97139 520.9815 (C10HF21) [24]   
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Comprehensive analysis of  Photoinitiators and PAAS in contact materials 
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Table SI-1. Exact mass database for post-run target screening including elemental composition, theoretical accurate mass and fragments of specific food-packaging migrants 
 





Fragment ion 1 
(elemental composition) 
ref 
Fragment ion 2 
(elemental composition) 
ref 
1,5-Diaminonaphthalene C10H10N2 [M+H]+ 159.09167 143.07287 (C10H9N) [3]  
 
 
3,3’ dimethylbenzidine C14H16N2 [M+H]+ 213.1386 181.0802 (C12H9N2) [3] 196.1102 (C13H12N2) [3,4] 
1-Hydroxycyclohexyl phenyl ketone C13H16O2 [M+H]+ 205.1223 186.9958 (C12H11O2) [9]   
2,2-dimethoxy-2-
phenylacetophenone 
C16H16O3 [M+H]+ 257.11722 225.0910 (C15H13O2)    
2,4,5_trimethylaniline C9H13N [M+H]+ 136.11207 119.0855 (C9H11) [3]   
2,4-Diethyl-9H-thioxanthen-9-one C17H16OS [M+H]+ 269.09946 253.1045 (C17H17S)    
2,4-Toluenediamine C7H10N2 [M+H]+ 123.09167 108.0682 (C6H8N2) [3,4] 105.0573 (C7H7N)  
2,6-Dimethylaniline C8H11N [M+H]+ 122.09642 105.0698 (C8H9) [3] 107.0855 (C8H11) [4] 
2,6-Toluenediamine C7H10N2 [M+H]+ 123.09167 108.0682 (C6H8N2) [3,4] 105.0573 (C7H7N)  
2-Ethylhexyl 4-
(dimethylamino)benzoate 
C17H27NO2 [M+H]+ 278.21145 194.1175 (C11H16NO2)  263.1879 (C16H25NO2) [9] 
2H-perfluoro-2-decenoic acid C10H2F16O2 [M+H]+ 458.9872 304.2182 (C7H30F10) [9]   
2-Hydroxy-2-methylpropiophenone C10H12O2 [M+H]+ 164.08373 109.0647(C7H9O)    
2-Isopropyl Thioxanthone C16H14OS [M+H]+ 255.08381 199.0575 (C13H11S)  213.0368 (C13H9O5) [9] 
2-Methoxy-5-methylaniline C8H11NO [M+H]+ 138.09134 121.0647 (C8H9O) [3] 106.04132 (C7H6O) [3] 
2-Naphthylamine C10H9N [M+H]+ 144.08077 127.0542 (C10H7)    
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2-Perfluorooctyl ethanoic acid C10H3F17O2 [M+H]+ 478.99345 389.0005 (C10H3F14) [9]   
3,3-Dichlorobenzidine C12H10Cl2N2 [M+H]+ 253.02938 236.0028 (C12H8Cl2N)  217.0527 (C12H10ClN2)  
3,3-Dimethoxybenzidine C14H16N2O2 [M+H]+ 245.12118 198.0913 (C13H12NO)    
4,4'-Bis(dimethylamino)-
benzophenone 
C21H28N2O [M+H]+ 325.22744 297.1961 (C19H25N2O)  309.1961 (C20H25N2O)  
4,4-Diaminodiphenyl ether C12H12N2O [M+H]+ 201.10223 108.0447 (C6H6ON) [3,4] 184.0752 (C12H10ON) [3] 
4,4'-Methylene-bis(2-chloroaniline C13H12Cl2N2 [M+H]+ 267.04503 126.0105 (C6H5ClN)  215.0496 (C13H10ClN)  
4,4-Methylene-bis-(2-Methylaniline) C15H18N2 [M+H]+ 227.15427 120.0807 (C8H10N) [3]   
4,4-Methylenedianiline C13H14N2 [M+H]+ 199.12297 106.0652 (C7H8N) [3,4] 76.0308 (C6H4) [3] 
4-(Methylthio)aniline C7H9NS [M+H]+ 140.04567 106.0651 (C7H8N)    
4-aminoazobenceno C12H11N3 [M+H]+ 198.10257 105.0447 (C6H5N2)    
4-Aminobiphenyl C12H11N [M+H]+ 170.09642 153.0698 (C12H9) [3] 152.06205 (C12H8) [3] 
4-BenzoyIbiphenyl C19H14O [M+H]+ 259.11174 181.0647 (C13H9O)    
4-Chloro-o-toluidine C7H8ClN [M+H]+ 142.0418 125.0152 (C7H6Cl)    
4-Isopropylthioxanthone C16H14OS [M+H]+ 255.08381 213.0368 (C13H9OS) [9]   
4-Methoxy-m-phenylenediamine C7H10N20 [M+H]+ 139.08658 107.0603 (C6H7N2)    
5-Nitro-o-Toluidine C7H8N2O2 [M+H]+ 153.06585 106.0651 (C7H8N)    
Aniline C6H7N [M+H]+ 94.05125 76.0308 (C6H4) [9]   
Benzidine C12H12N2 [M+H]+ 185.10732 166.0651 (C12H8N) [3]   
Benzophenone C13H10O [M+H]+ 183.08044 152.0620 (C12H8)    
Benzyl butyl phthalate C19H20O4 [M+H]+ 313.14343 231.1016 (C14H15O3)  229.0859 (C14H13O3) [9] 
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Bisphenol A C15H16O2 [M-H]- 228.11448 211.1117 (C15H15O) [9] 107.0491 (C7H7O)  
Bisphenol A (2,3-dihydroxypropyl) 
glycidyl ether 




C21H27CLO5 [M-H]- 394.15415 135.0804 (C9H11O) [9] 107.0491 (C7H7O)  
Bisphenol A (3-chloro-2-
hydroxypropyl) glycidyl ether 
C21H25CLO4 [M-H]- 376.14358 227.0833 (C12H16ClO2) [9]   
Bisphenol A bis (1,2-dihydroxypropyl) 
ether 
C21H28O6 [M-H]- 376.18804 135.0804 (C9H11O) [9]   
Bisphenol A bis(3-chloro-2-
hydroxypropyl)ether 
C21H26CL2O4 [M-H]- 412.12026 227.0833 (C12H16ClO2) [9]   
Bisphenol A diclycidyl ether C21H24O4 [M-H]- 340.16691 107.0491(C7H7O)    
Bisphenol B C16H18O2 [M-H]- 242.13013 149.0961 (C10H13O)    
Bisphenol E C14H14O2 [M-H]- 214.09883 121.0648 (C8H9O)    
Bisphenol F C13H14O2 [M-H]- 202.09883 168.0569 (C12H8O) [9] 107.0491(C7H7O)  
Bisphenol F bis(2,3-dihydroxypropyl) 
ether 
C21H28O6 [M-H]- 376.18804 201.0910 (C13H13O2)    
Bisphenol F bis(3-chloro-2-
hydroxypropyl)ether 
C21H26CL2O4 [M-H]- 412.12026 202.09883 (C13H14O2)    
Bisphenol F diglycidyl ether C19H20O4 [M-H]- 312.13561 201.0910 (C13H13O2) [9]   
Bisphenol S C12H10O4S [M-H]- 250.02943 156.9954 (C6H5O3S)    
di-2-ethylhexyl phthalate C24H38O4 [M+H]+ 391.28428 279.1597 (C16H23O4)  149.0237 (C8H5O3)  
di-isodecyl phthalate C28H46O4 [M+H]+ 447.34688 289.1798 (C18H25O3)  261.1798 (C17H25O2)  
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di-isononyl phthalate C26H42O4 [M+H]+ 419.31558 275.1598 (C17H23O3)    
di-n-butyl phthalate C16H22O4 [M+H]+ 279.15908 149.0233 (C8H5O3)    
Ethyl 4-dimethylaminobenzoate C11H15NO2 [M+H]+ 194.11755 120.0808 (C8H10N)    
m-Phenylenediamine C6H8N2 [M+H]+ 109.07602 92.0495 (C6H6N) [3]   
o-Aminoazotoluene C14H15N3 [M+H]+ 226.13387 106.0651 (C7H8N)    
2-Anisidine C7H9NO [M+H]+ 124.07569 107.0491 (C7H7O)    
o-Dianisidine C14H16N2O2 [M+H]+ 245.12845 121.0522 (C7H7NO) [6]   
o-Toludine C7H9N [M+H]+ 108.08077 91.0542 (C7H7) [5,6]   
p-Aminoazobenzene C12H11N3 [M+H]+ 198.10257 183.0889 (C12H11N2)    
p-Chloroaniline C6H6ClN [M+H]+ 128.02615 110.9996 (C6H4Cl)    
Perfluoro-1-butanesulfonate C4HF9SO3 [M+H]+ 300.95754 79.0917 (C4H11F) [9]   
Perfluorobutanoic acid C4HF7O2 [M-H]- 214.99375 198.9980 (C4HF7O) [9]   
Perfluorodecane sulfonate C10H2F20 [M-H]- 502.99099 91.0917 (C5H11F) [9]   
Perfluorodecanoic acid C10HF19O2 [M-H]- 514.97459 467.9812 (C9HF18O) [9]   
Perfluorododecanoic acid C12HF23O2 [M-H]- 614.9682 545.9729 (C11HF20O2) [9]   
Perfluoroheptanoic acid C7HF13O2 [M-H]- 364.98417 317.9905 (C6HF12O) [9]   
Perfluorohexane sulfonate C6F13O3S [M-H]- 339.94333 83.0666 (C3F2H8) [9]   
Perfluorohexanoic acid C6HF11O2 [M-H]- 314.98737 298.9924 (C6HF11O) [9]   
Perfluorononanoic acid C9HF17O2 [M-H]- 464.97778 419.9801 (C8F17) [9]   
Perfluorooctane sulfonamide C8H2F17NO2S [M-H]- 499.96075 79.0917 (C4H11F) [9]   
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Perfluorooctane sulfonate C8HF17O3S [M-H]- 500.94477 98.9551 (FO3S-) [9]   
Perfluorooctanoic acid C8HF15O2 [M-H]- 412.96643 368.97660(C7HF14O) [9]   
Perfluoropentanoic acid C5HF9O2 [M-H]- 264.99055 248.9956 (C5HF9O) [9]   
Perfluorotridecanoic acid C13HF25O2 [M-H]- 664.96501 620.9751 (C12HF25) [9]   
Perfluoroundecanoic acid C11HF21O2 [M-H]- 564.97139 520.9815 (C10HF21) [9]   
Perfluortetradecanoic acid C14HF27O2 [M-H]- 714.95181 668.0248 (C14H8F25O) [9]   
trimethyl phosphate C3H9O4P [M+H]+ 141,03112 127,01547 (C2H8O4P+)    
triethyl phosphate C6H15O4P [M+H]+ 183,07807 98,98467 (H4O4P+)    
tris(2-chloroethyl) phosphate C6H12Cl3O4P [M+H]+ 284,96116 98,98467 (H4O4P+)    
tri-isopropyl phosphate C9H21O4P [M+H]+ 225,12502 98,98467 (H4O4P+)    
tri-n-propyl phosphate C9H21O4P [M+H]+ 225,12502 98,98467 (H4O4P+)    
tris(2-choloroisopropyl) phosphate C9H18Cl3O4P [M+H]+ 327,00811 98,98467 (H4O4P+)    
triphenyl phosphate C18H15O4P [M+H]+ 327,07807 153,06988 (C12H9+)    
tri-n-butyl phosphate C12H27O4P [M+H]+ 267,17197 98,98467 (H4O4P+)    
tris(2-butoxyethyl) phosphate C18H39O4P [M+H]+ 399,25062 199,07299 (C6H16O5P+)    










    
    




Anexo IV. Información suplementaria del articulo científico 4 
Analysis of four Parabens and Bisphenols A, F, S in urine, using Dilute and 
Shoot and liquid chromatography coupled to mass spectrometry. 
Yovana Sanchisa , Clara Coscollàa ,Vicent Yusàa,b 
a Public Health Laboratory of Valencia-FISABIO, 21, Avenida Catalunya, 46020 Valencia, Spain 
b Analytical Chemistry Department, Universit of Valencia, Edifici Jeroni Muñoz,Dr. Moliner 50, 
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Supplementary data : 
• Table_SI-1. Optimization of APCI ionization source settings: Central Composite Design 
• Table_SI-2. Matrix effect 
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(ºc) BPA(m/z133)  BPS (m/z 92.1) 
BPF (m/z 
105.1) MP (m/z 136) EP(m/z 136) 
PP (m/z 
136) BP (m/z 136) 
1 60 6 1 300 287 175244 562451 75388 1150250 221050 1199608 1112402 
2 25 4 3 150 500 175052 577675 75379 1419900 12286 1533032 1534256 
3 60 4 3 300 375 0 35239 8959 154441 0 295207 272637 
4 45 4 4 225 287 145951 616004 68494 1602805 5458 1872889 1704882 
5 45 4 0 225 375 232858 838918 101002 2149896 22896 1826532 1675851 
6 60 4 3 150 375 156629 601711 64795 1642030 11833 1885581 1744434 
7 60 4 3 150 500 140965 73982 66462 2258572 11014 3676737 3945988 
8 60 4 4 300 287 139492 297000 50135 621127 0 687893 740235 
9 25 4 1 300 463 4035 7328 10029 126905 10944 344931 404943 
10 25 1 3 150 375 92972 179400 43209 494666 0 225903 169121 
11 25 2 3 150 375 27736 34592 31069 293457 0 424047 437049 
12 45 2 0 225 375 24364 41013 24213 348760 0 532307 479794 
13 25 4 3 300 375 160816 630364 64817 1917598 181164 2043022 1933344 
14 60 5 1 150 287 174456 469310 60926 884966 150361 744540 691714 
15 25 4 4 300 463 169219 704659 68310 1939105 14972 1837597 1518458 
16 60 5 5 300 375 110897 639653 54674 2268795 35365 2636373 1450628 
17 25 5 1 150 463 20208 49798 25373 389627 0 813615 824552 
18 60 2 5 300 375 123741 785580 60990 2961491 12110 2340317 863572 
19 45 4 3 225 375 181066 781895 79243 2010017 19449 1915652 1866710 
20 45 5 3 225 375 174724 732236 82324 2243006 125893 1959065 1530885 
21 60 2 3 150 375 192742 477141 76445 955343 2213 474777 411619 
22 60 2 3 150 375 159844 431398 57229 11480766 588 520127 556393 
23 60 5 3 300 250 39785 79412 43339 394592 21319 860004 952253 
24 25 5 3 300 250 24928 38607 23739 244447 2444 514785 601826 
25 25 2 3 150 375 244094 1130428 112012 3664747 16320 2050746 1457251 
26 25 5 4 150 463 164738 561013 65663 1156150 7126 1264879 1042417 
27 45 5 1 225 287 23549 68639 24894 401562 22152 1151287 982853 











Urine : 0.3849 




Urine : 0.0074 





Urine : 0.4756 




Urine : 0.0526 




Urine : 0.7587 




Urine : 0.062 




Urine : 0.0672 
Std. in Watera : 0.0629 
 
-6 
a : Calibration standards in water 
 










Figure_SI-2 : Matrix effect for BPA 
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Anexo V. Información suplementaria del artículo cientíco 5 
1. Características de la población (Table SI-1, Table SI-2) 
2. Diagnosis y validación de los modelos de regresión lineal múltiple para bisfenoles 
y parabenos 
3. Modelos de regresión para el bisfenol A e interacción con los factores de 
influencia. 
4. Modelos de regresión para metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno e 
interacción con los factores de influencia. 
1) Características de la población 
Table SI-1. Food consumption by groups in the population (grams/month). 
Food consumption by groups (g/month) 
Missing data, n(%): 6 (5.82 %) 
Median (minimum - maximum) 
eggs 720 (30 - 1800) 
Dairy products 13730 (1403.5 - 43446) 
Meat products 5492.5 (737.5 - 13710) 
Fishing products 4250 (1040 - 15640) 
Vegetables 13146.5 (2982 - 38906) 
Fruits 17062 (3948 - 84484) 
Legumes and cereals 5017.5 (2047.5 - 26960) 
Oils and fats 782.5 (152.5 - 1541.25) 
Pastries 1217.5 (284 - 5645) 
Miscellany 1360.5 (403 - 14619) 
Drinks 44320 (4027.5 - 76562.5) 
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Table SI-2. Frequency of use of cosmetics products. 
Cosmetics products n (%) 
Skin care  
Frecuency 
Never or before pregnancy  22 (21.36 %) 
Daily 58 (56.31 %) 
Several times a week 18 (17.47 %) 
Sometimes in the month 4 (3.88 %) 
Missing data 1 (0.97 %) 
Parfums  
Frecuency 
Never or before pregnancy  48 (46.60 %) 
Daily 28 (27.18 %) 
Several times a week 20 (19.41 %) 
Sometimes in the month 4 (3.88 %) 
Missing data 3 (2.91 %) 
Deodorants  
Frecuency 
Never or before pregnancy  6 (5.82 %) 
Daily 83 (80.58 %) 
Several times a week 5 (4.85 %) 
Missing data 9 (8.74 %) 
Sun screen  
Frecuency 
Never or before pregnancy  62 (60.19 %) 
Daily 15 (14.56 %) 
Several times a week 10 (9.71 %) 
Sometimes in the month 2 (1.94 %) 
Ocasionally 9 (8.74 %) 
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Cosmetics products n (%) 
Missing data 5 (4.85 %) 
Hear colour  
Times/year 1 (0 - 26)a 
Missing data 12 (11.65 %) 
Last application 
≤1 week 9 (8.74 %) 
< 1 month 7 (6.80 %) 
≥ 1 month, < 3 months 27 (26.21 %) 
≥ 3 months 12 (11.65 %) 
Never or before pregnancy  45 (43.69 %) 
Missing data 3 (2.91 %) 
Lipstick  
Frecuency 
Never or before pregnancy  75 (72.82 %) 
Daily 10 (9.71 %) 
Several times a week 7 (6.8 %) 
Sometimes in the month 11 (10.68 %) 
Makeup  
Frecuency 
Never or before pregnancy  57 (55.34 %) 
Daily 13 (12.62 %) 
Several times a week 14 (13.59 %) 
Sometimes in the month 17 (16.50 %) 
Missing data 2 (1.94 %) 
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2) Diagnosis y validación de los modelos de regresión lineal múltiple 
Para que los resultados de los modelos de regresión puedan considerarse válidos, los 
residuos (diferencia entre los valores observados de los niveles de contaminantes y los 
estimados por los modelos) deben verificar las siguientes hipótesis: normalidad, varianza 
constante, media 0 e independencia. 




Para contrastar si los residuos del modelo se ajustan a una distribución Normal utilizamos 
el test de Shapiro-Wilk. 
Shapiro-Wilk normality test: 
data: fit_final$residuals 
W = 0.96972, p-value = 0.1875 
El p-valor del test es 0.1875 > 0.05, por lo que, no puede rechazarse la normalidad de los 
residuos. 
• Varianza constante 
Utilizamos el test de Breusch-Pagan para contrastar si los residuos tienen varianza 
constante. 
studentized Breusch-Pagan test 
data: fit_final 
BP = 14.494, df = 16, p-value = 0.5619 
El p-valor del test es 0.5619 > 0.05, por tanto, no puede rechazarse que los residuos tengan 
varianza constante. 
• Media 0 
Para contrastar si los residuos tienen media 0, utilizamos el test t-Student. 
One Sample t-test 
data: fit_final$residuals 
t = 1.2268e-16, df = 53, p-value = 1 
alternative hypothesis: true mean is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.4154845 0.4154845 
sample estimates: 




El p-valor del test es 1 > 0.05 por lo que no puede rechazarse que los residuos tengan 
media 0. 
• Independencia 
Para comprobar que los residuos son independientes los representamos gráficamente 
frente a los valores ajustados. 
 
No se observa ninguna tendencia en este gráfico, por tanto, se verifica la independencia 
de los residuos. 
Log(ethylparaben) 
• Normalidad 
Para contrastar si los residuos del modelo se ajustan a una distribución Normal utilizamos 
el test de Shapiro-Wilk. 
Shapiro-Wilk normality test 
data: fit_final$residuals 
W = 0.98724, p-value = 0.4919 
El p-valor del test es 0.4919 > 0.05, por lo que, no puede rechazarse la normalidad de los 
residuos. 
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• Varianza constante 
Utilizamos el test de Breusch-Pagan para contrastar si los residuos tienen varianza 
constante. 
studentized Breusch-Pagan test 
data: fit_final 
BP = 1.7916, df = 3, p-value = 0.6168 
El p-valor del test es 0.6168 > 0.05, por tanto, no puede rechazarse que los residuos tengan 
varianza constante. 
• Media 0 
Para contrastar si los residuos tienen media 0, utilizamos el test t-Student. 
One Sample t-test 
data: fit_final$residuals 
t = 3.8818e-16, df = 94, p-value = 1 
alternative hypothesis: true mean is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.392045 0.392045 
sample estimates: 
 mean of x  
7.664739e-17  
 
El p-valor del test es 1 > 0.05 por lo que no puede rechazarse que los residuos tengan 
media 0. 
• Independencia 
Para comprobar que los residuos son independientes los representamos gráficamente 




No se observa ninguna tendencia en este gráfico, por tanto, se verifica la independencia 




Para contrastar si los residuos del modelo se ajustan a una distribución Normal utilizamos 
el test de Shapiro-Wilk. 
Shapiro-Wilk normality test 
data: fit_final$residuals 
W = 0.96947, p-value = 0.06068 
El p-valor del test es 0.06 > 0.05, por lo que, no puede rechazarse la normalidad de los 
residuos. 
• Varianza constante 
Utilizamos el test de Breusch-Pagan para contrastar si los residuos tienen varianza 
constante. 
studentized Breusch-Pagan test 
data: fit_final 
BP = 1.1723, df = 2, p-value = 0.5565 
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El p-valor del test es 0.5565 > 0.05, por tanto, no puede rechazarse que los residuos tengan 
varianza constante. 
• Media 0 
Para contrastar si los residuos tienen media 0, utilizamos el test t-Student. 
 One Sample t-test 
 
data: fit_final$residuals 
t = -1.5659e-16, df = 76, p-value = 1 
alternative hypothesis: true mean is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.6455695 0.6455695 
sample estimates: 
 mean of x  
-5.075756e-17  
 




Para comprobar que los residuos son independientes los representamos gráficamente 
frente a los valores ajustados. 
 


















No se observa ninguna tendencia en este gráfico, por tanto, se verifica la independencia 




Para contrastar si los residuos del modelo se ajustan a una distribución Normal utilizamos 
el test de Shapiro-Wilk. 
Shapiro-Wilk normality test 
data: fit_final$residuals 
W = 0.98124, p-value = 0.2022 
El p-valor del test es 0.2022 > 0.05, por lo que, no puede rechazarse la normalidad de los 
residuos. 
• Varianza constante 
Utilizamos el test de Breusch-Pagan para contrastar si los residuos tienen varianza 
constante. 
studentized Breusch-Pagan test 
data: fit_final 
BP = 3.6348, df = 5, p-value = 0.6031 
El p-valor del test es 0.6031 > 0.05, por tanto, no puede rechazarse que los residuos tengan 
varianza constante. 
• Media 0 
Para contrastar si los residuos tienen media 0, utilizamos el test t-Student. 
One Sample t-test 
data: fit_final$residuals 
t = -3.2205e-16, df = 92, p-value = 1 
alternative hypothesis: true mean is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.3229469 0.3229469 
sample estimates: 
mean of x  
-5.236696e-17  






YOVANA SANCHIS BOIX 
 300 
• Independencia 
Para comprobar que los residuos son independientes los representamos gráficamente 
frente a los valores ajustados. 
 
No se observa ninguna tendencia en este gráfico, por tanto, se verifica la independencia 
de los residuos. 
 
3) Modelos de regresión para el BPA e interacción con los factores de influencia. 
3.1 Relation between bisphenols levels in urine. 
 








Bisphenol A - 
-0.082 
(-0.271 – 0.113) 
0.095 
(-0.100 – 0.283) 
Bisphenol F - - 
-0.128 
(-0.314 - 0.067) 
Bisphenol S - - - 















3.2 Simple linear regression models to evaluate the relationship between 
bisphenols levels in urine and the other variables of the study. 
Table SI-4. Relationship of bisphenol A levels in urine with the characteristics and habits of the study 
population. 
Characteristics 
Bisphenol A levels 







CI (95 %) 
P-
value 
Mother     
Number of children     
1 2 (0.003 - 12) - - - 
2 0.8 (0.026 - 10) -0.09420 (-0.836 - 0.648) 0.802 
3 or more 0.6 (0.019 - 7) -0.50800 (-1.73 - 0.718) 0.413 
Age (years) - -0.00567 (-0.0835 - 0.0722) 0.885 
Weight before pregnancy (kg) - 0.0138 (-0.0195 - 0.0471) 0.414 
Height (cm) - 0.0386 (-0.0157 - 0.0929) 0.162 
BMI before pregnancy (kg/m2) - 0.00836 (-0.081 - 0.0977) 0.853 
Diet during pregnancy     
Yes 2 (0.133 - 8) - - - 
No 1.7 (0.003 - 12) -0.435 (-1.44 - 0.571) 0.393 
Country of birth     
Spain 1.7 (0.003 - 12) - - - 
Foreign 2.3 (0.063 - 10) 0.3790 (-0.627 - 1.39) 0.457 
Place of residence     
Urban 1.9 (0.003 - 12) - - - 
Rural 2 (0.12 - 7.7) -0.0661 (-0.981 - 0.848) 0.886 
Education level     
Only primary school 1.2 (0.058 - 10.3) - - - 
Secundary school 1.9 (0.046 - 10) 0.60300 (-0.666 - 1.87) 0.348 
University 1.5 (0.003 - 12) -0.00463 (-1.11 - 1.1) 0.993 
Occupational status     
Employed 1.9 (0.003 - 12) - - - 
Unemployed 0.6 (0.019 - 10) -0.866 (-1.81 - 0.076) 0.071 
Time worked outside the home 
(years) 
- -0.00804 (-0.0731 - 0.057) 0.807 
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Characteristics 
Bisphenol A levels 







CI (95 %) 
P-
value 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.65 (0.133 - 7.3) - - - 
No 2 (0.003 - 12) 0.412 (-0.847 - 1.67) 0.517 
Breastfed     
Yes 1 (0.003 - 12) - - - 
No 2 (0.026 - 10.3) 0.331 (-0.422 - 1.08) 0.386 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.5 (0.12 - 10.3) - - - 
1 or 2 days/week 2.3 (0.12 - 12) 0.6590 (-0.555 - 1.87) 0.284 
Occasionally 2 (0.003 - 10) -0.0425 (-1.07 - 0.982) 0.935 
Never 0.65 (0.019 - 12) -0.3020 (-1.43 - 0.826) 0.596 
Smoker     
Yes 0.6 (0.083 - 10.3) - - - 
Ex-smoker 1.5 (0.026 - 12) 0.0249 (-1.38 - 1.43) 0.972 
Never 2 (0.003 - 12) 0.2750 (-1.1 - 1.65) 0.693 
Child     
Gestational age (weeks) - -0.122 (-0.441 - 0.196) 0.446 
Sex     
Boy 0.95 (0.003 - 9.8) - - - 
Girl 2 (0.026 - 12) 0.359 (-0.34 - 1.06) 0.310 




Height (cm) - 0.0416 (-0.176 - 0.259) 0.703 
Cranial perimeter (cm) - -0.0868 (-0.518 - 0.344) 0.686 
Food consumption by groups 
(g/month) 
    















Bisphenol A levels 







CI (95 %) 
P-
value 








Fruits - 2.04·10-5 (-9.23·10-6 - 5·10-5) 0.175 




















Packaged products (72h) - 0.0391 (-0.00357 - 0.0819) 0.072 
Cosmetics products     
Skin care     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.75 (0.088 - 12) - - - 
Daily 1 (0.019 - 9.8) -0.0145 (-0.839 - 0.81) 0.972 
Several times a week 2.4 (0.003 - 10) 0.5000 (-0.547 - 1.55) 0.346 
Sometimes in the month 7.8 (2.4 - 12) 2.0700 (0.28 - 3.86) 0.024* 
Parfums     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.65 (0.003 - 10) - - - 
Daily 2.35 (0.046 - 12) 0.853 (0.0606 - 1.65) 0.035* 
Several times a week 1.6 (0.026 - 12) 0.458 (-0.428 - 1.35) 0.307 
Sometimes in the month 4.45 (0.8 - 7.6) 1.630 (-0.109 - 3.36) 0.066 
Deodorants     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.346 (0.026 - 2.4) - - - 
Daily 2 (0.003 - 12) 1.110 (-0.375 - 2.59) 0.141 
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Characteristics 
Bisphenol A levels 







CI (95 %) 
P-
value 
Several times a week 0.8 (0.185 - 2.6) 0.779 (-1.34 - 2.9) 0.468 
Sun screen     
Frecuency     
Never or before pregnancy  1.9 (0.026 - 12) - - - 
Daily 0.6 (0.003 - 9.8) -0.5120 (-1.5 - 0.474) 0.305 
Several times a week 2.35 (0.088 - 10) 0.6360 (-0.532 - 1.8) 0.282 
Sometimes in the month 0.492 (0.185 - 0.8) -0.9750 (-3.44 - 1.49) 0.434 
Ocasionally 2.6 (0.019 - 12) -0.0312 (-1.25 - 1.19) 0.960 
Hear colour     
Times/year - 0.0124 (-0.0725 - 0.0973) 0.773 
Last application     
≤1 week 2 (0.191 - 7) - - - 
< 1 month 1.2 (0.026 - 2.8) -1.2000 (-2.9 - 0.509) 0.167 
≥ 1 month, < 3 months 2.3 (0.019 - 12) 0.0446 (-1.26 - 1.35) 0.946 
≥ 3 months 1.3 (0.058 - 9) -0.5990 (-2.09 - 0.894) 0.428 
Never or before pregnancy  0.7 (0.003 - 10) -0.7980 (-2.03 - 0.438) 0.203 
Lipstick     
Frecuency     
Never or before pregnancy  1.2 (0.003 - 12) - - - 
Daily 1.7 (0.171 - 4.2) 0.156 (-0.998 - 1.31) 0.789 
Several times a week 3.7 (0.026 - 12) 0.800 (-0.554 - 2.15) 0.244 
Sometimes in the month 1.9 (0.046 - 10.3) 0.534 (-0.572 - 1.64) 0.340 
Makeup     
Frecuency     
Never or before pregnancy  1.2 (0.003 - 12) - - - 
Daily 1.9 (0.088 - 2.8) 0.0693 (-0.981 - 1.12) 0.896 
Several times a week 3.1 (0.026 - 12) 0.4320 (-0.587 - 1.45) 0.402 
Sometimes in the month 2.4 (0.046 - 9) 0.2800 (-0.664 - 1.22) 0.558 
* P-value ≤ 0.05. 
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4) Modelos de regression par MP, EP y PP e interacción con los factores de 
influencia 
4.1 Relation between parabens levels in urine. 














(-0.066 – 0.315) 
-0.070 
(-0.26 – 0.125) 
0.013 





(0.149 - 0.495) 
-0.187 
(-0.367 - 0.007) 
Propyl 
paraben 
- - - 
-0.078 
(-0.267 - 0.117) 
Butyl 
paraben 
- - - - 
** Correlation is significant at the 0.001 level. 
 
4.2 Simple linear regression models to evaluate the relationship between parabens 
levels in urine and the other variables of the study. 
 











CI (95 %) 
P-
value 
Mother     
Number of children     
1 15.6 (0.036 - 490) - - - 
2 60 (0.072 - 892) 0.865 (-0.25 - 1.98) 0.127 
3 or more 150 (0.159 - 3052) 0.926 (-0.915 - 2.77) 0.321 
Age (years) - -0.0882 (-0.205 - 0.029) 0.139 
Weight before pregnancy (kg) - -0.0156 (-0.0663 - 0.035) 0.542 
Height (cm) - -0.0475 (-0.13 - 0.0351) 0.257 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.0147 (-0.15 - 0.121) 0.830 











CI (95 %) 
P-
value 
Diet during pregnancy     
Yes 10 (2 - 587) - - - 
No 22 (0.036 - 3052) -0.0823 (-1.61 - 1.45) 0.915 
Country of birth     
Spain 22 (0.036 - 3052) - - - 
Foreign 15.6 (0.158 - 630) 0.497 (-1.03 - 2.03) 0.52 
Place of residence     
Urban 15.4 (0.036 - 3052) - - - 
Rural 74.6 (0.072 - 350) 0.117 (-1.27 - 1.51) 0.867 
Education level     
Only primary school 60 (0.159 - 630) - - - 
Secundary school 26 (0.072 - 587) -0.0298 (-1.97 - 1.91) 0.976 
University 15.6 (0.036 - 3052) -0.3310 (-2.02 - 1.36) 0.699 
Occupational status     
Employed 24.65 (0.036 - 3052) - - - 
Unemployed 20 (0.159 - 560) 0.0649 (-1.39 - 1.52) 0.93 
Time worked outside the home 
(years) 
- 0.0262 (-0.0717 - 0.124) 0.596 
Use of cosmetics at work     
Yes 108.1 (4 - 587) - - - 
No 16 (0.036 - 3052) -1.46 (-3.35 - 0.433) 0.129 
Breastfed     
Yes 13.75 (0.072 - 3052) - - - 
No 26 (0.036 - 452) 0.204 (-0.954 - 1.36) 0.727 
Physical exercise     
3 or more days/week 6.3 (0.158 - 268) - - - 
1 or 2 days/week 29.2 (0.127 - 490) 1.210 (-0.644 - 3.07) 0.198 
Occasionally 15.7 (0.036 - 3052) 0.792 (-0.776 - 2.36) 0.319 
Never 41 (0.072 - 560) 0.689 (-1.04 - 2.42) 0.430 












CI (95 %) 
P-
value 
Yes 10.5 (0.108 - 135.4) - - - 
Ex-smoker 65 (0.036 - 892) 1.56 (-0.55 - 3.67) 0.146 
Never 10.4 (0.036 - 3052) 0.90 (-1.17 - 2.97) 0.390 
Child     
Gestational age (weeks) - 0.385 (-0.0708 - 0.842) 0.097 
Sex     
Boy 11.2 (0.036 - 3052) - - - 
Girl 27.25 (0.106 - 892) 0.666 (-0.383 - 1.71) 0.211 




Height (cm) - 0.313 (0.00781 - 0.619) 0.045* 
Cranial perimeter (cm) - -0.117 (-0.758 - 0.524) 0.714 
Food consumption by groups 
(g/month) 
    























































CI (95 %) 
P-
value 
Packaged products (72h) - 0.0721 (0.0078 - 0.136) 0.028* 
Cosmetics products     
Skin care     
Frecuency     
Never or before pregnancy  37.15 (0.036 - 354) - - - 
Daily 26.6 (0.036 - 3052) 0.627 (-0.667 - 1.92) 0.339 
Several times a week 18 (0.4 - 258) -0.190 (-1.83 - 1.45) 0.819 
Sometimes in the month 5 (0.158 - 15) -1.700 (-4.51 - 1.11) 0.234 
Parfums     
Frecuency     
Never or before pregnancy  6.15 (0.036 - 560) - - - 
Daily 43 (0.072 - 3052) 1.320 (0.116 - 2.52) 0.032* 
Several times a week 86.2 (0.127 - 892) 1.640 (0.296 - 2.99) 0.017* 
Sometimes in the month 13 (0.158 - 243) -0.259 (-2.89 - 2.37) 0.846 
Deodorants     
Frecuency     
Never or before pregnancy  9.25 (1.5 - 892) - - - 
Daily 24 (0.036 - 3052) 0.301 (-1.87 - 2.48) 0.784 
Several times a week 68 (1 - 90.2) 0.230 (-2.89 - 3.35) 0.884 
Sun screen     
Frecuency     
Never or before pregnancy  27.6 (0.036 - 3052) - - - 
Daily 15.4 (0.108 - 452) -0.4250 (-1.92 - 1.07) 0.575 
Several times a week 23 (0.158 - 490) -0.2470 (-2.02 - 1.53) 0.783 
Sometimes in the month 52 (24 - 80) 0.7410 (-3 - 4.49) 0.695 
Ocasionally 15 (1 - 560) -0.0947 (-1.95 - 1.76) 0.920 
Hear colour     
Times/year - -0.0803 (-0.207 - 0.0468) 0.213 
Last application     












CI (95 %) 
P-
value 
< 1 month 15.4 (0.072 - 3052) -0.1980 (-2.86 - 2.46) 0.883 
≥ 1 month, < 3 months 15 (0.036 - 560) -0.3020 (-2.33 - 1.73) 0.769 
≥ 3 months 42.55 (0.127 - 368) 0.0622 (-2.26 - 2.39) 0.958 
Never or before pregnancy  26 (0.036 - 630) 0.1280 (-1.8 - 2.05) 0.895 
Lipstick     
Frecuency     
Never or before pregnancy  20 (0.036 - 587) - - - 
Daily 79.9 (0.8 - 3052) 0.816 (-0.936 - 2.57) 0.358 
Several times a week 29.2 (0.036 - 892) 0.297 (-1.76 - 2.35) 0.775 
Sometimes in the month 93 (1.5 - 490) 0.994 (-0.686 - 2.67) 0.243 
Makeup     
Frecuency     
Never or before pregnancy  15.4 (0.036 - 560) - - - 
Daily 24 (0.8 - 3052) 0.588 (-0.987 - 2.16) 0.460 
Several times a week 68 (0.106 - 892) 0.557 (-0.971 - 2.09) 0.471 
Sometimes in the month 26 (1.5 - 630) 1.230 (-0.185 - 2.65) 0.088 
* P-value ≤ 0.05. 











CI (95 %) 
P-
value 
Mother     
Number of children     
1 0.9 (0.014 - 234) - - - 
2 0.9 (0.006 - 20.5) -0.588 (-1.51 - 0.336) 0.210 
3 or more 0.5 (0.015 - 7.6) -0.455 (-1.98 - 1.07) 0.556 
Age (years) - -0.0397 (-0.137 - 0.0579) 0.422 











CI (95 %) 
P-
value 
Weight before pregnancy (kg) - -0.0893 (-0.128 - -0.0506) 
< 
0.001* 
Height (cm) - -0.00829 (-0.0782 - 0.0616) 0.814 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.235 (-0.339 - -0.131) 
< 
0.001* 
Diet during pregnancy     
Yes 0.5 (0.006 - 20.5) - - - 
No 0.95 (0.012 - 234) 0.377 (-0.907 - 1.66) 0.561 
Country of birth     
Spain 0.9 (0.012 - 234) - - - 
Foreign 0.9 (0.006 - 20.5) -1.0700 (-2.34 - 0.199) 0.098 
Place of residence     
Urban 0.9 (0.006 - 166) - - - 
Rural 2.6 (0.024 - 234) 0.834 (-0.332 - 2) 0.159 
Education level     
Only primary school 0.9 (0.014 - 7.5) - - - 
Secundary school 0.6 (0.006 - 32) -0.012 (-1.61 - 1.59) 0.988 
University 0.9 (0.012 - 234) 0.361 (-1.03 - 1.76) 0.608 
Occupational status     
Employed 0.85 (0.006 - 234) - - - 
Unemployed 1.2 (0.012 - 72.5) -0.356 (-1.55 - 0.842) 0.557 
Time worked outside the home 
(years) 
- -0.0519 (-0.132 - 0.0286) 0.204 
Use of cosmetics at work     
Yes 5.35 (0.083 - 32) - - - 
No 0.8 (0.006 - 234) -1.44 (-2.99 - 0.116) 0.069 
Breastfed     
Yes 0.9 (0.006 - 234) - - - 
No 1 (0.012 - 59.3) -0.155 (-1.09 - 0.785) 0.744 
Physical exercise     












CI (95 %) 
P-
value 
1 or 2 days/week 0.5 (0.024 - 32) -1.190 (-2.66 - 0.281) 0.112 
Occasionally 0.95 (0.012 - 72.5) -0.914 (-2.16 - 0.327) 0.147 
Never 0.25 (0.015 - 20.5) -1.660 (-3.03 - -0.293) 0.018* 
Smoker     
Yes 0.5 (0.19 - 166) - - - 
Ex-smoker 0.5 (0.012 - 234) -0.719 (-2.48 - 1.04) 0.419 
Never 1 (0.006 - 72.5) -0.727 (-2.45 - 0.998) 0.405 
Child     
Gestational age (weeks) - -0.145 (-0.535 - 0.245) 0.462 
Sex     
Boy 0.75 (0.012 - 234) - - - 
Girl 1.1 (0.006 - 166) 0.260 (-0.63 - 1.15) 0.563 




Height (cm) - 0.00274 (-0.267 - 0.272) 0.984 
Cranial perimeter (cm) - 0.00862 (-0.594 - 0.611) 0.977 
Food consumption by groups 
(g/month) 
    
















Vegetables - -5.24·10-5 (-0.000112 - 7·10-6) 0.083 




Legumes and cereals - 0.000123 (-3.4·10-5 - 0.00028) 0.123 



















CI (95 %) 
P-
value 








Packaged products (72h) - 0.0195 (-0.0348 - 0.0737) 0.478 
Cosmetics products     
Skin care     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.75 (0.045 - 166) - - - 
Daily 0.95 (0.012 - 234) 0.240 (-0.842 - 1.32) 0.661 
Several times a week 0.7 (0.006 - 18.7) -0.265 (-1.64 - 1.11) 0.702 
Sometimes in the month 0.208 (0.058 - 3) -0.975 (-3.32 - 1.37) 0.412 
Parfums     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.95 (0.006 - 166) - - - 
Daily 1 (0.012 - 32) -0.1810 (-1.21 - 0.843) 0.726 
Several times a week 0.35 (0.012 - 234) -0.6480 (-1.79 - 0.499) 0.265 
Sometimes in the month 1 (0.3 - 1.9) -0.0668 (-2.31 - 2.18) 0.953 
Deodorants     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.785 (0.023 - 2.9) - - - 
Daily 0.9 (0.006 - 234) 0.705 (-1.15 - 2.56) 0.452 
Several times a week 1.3 (0.173 - 20.5) 1.070 (-1.59 - 3.73) 0.425 
Sun screen     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.95 (0.006 - 166) - - - 
Daily 0.8 (0.012 - 59.3) -0.035 (-1.25 - 1.18) 0.955 
Several times a week 2.65 (0.076 - 234) 1.320 (-0.115 - 2.76) 0.071 
Sometimes in the month 11.2 (1.9 - 20.5) 2.120 (-0.911 - 5.15) 0.168 
Ocasionally 0.2 (0.015 - 72.5) -0.820 (-2.33 - 0.685) 0.282 












CI (95 %) 
P-
value 
Times/year  -0.0265 (-0.13 - 0.0765) 0.610 
Last application     
≤1 week 2 (0.17 - 59.3) - - - 
< 1 month 0.136 (0.012 - 6) -1.660 (-3.85 - 0.524) 0.134 
≥ 1 month, < 3 months 0.7 (0.015 - 72.5) -0.664 (-2.33 - 1.01) 0.432 
≥ 3 months 0.4 (0.067 - 234) -0.595 (-2.51 - 1.32) 0.538 
Never or before pregnancy  0.9 (0.006 - 166) -0.731 (-2.32 - 0.853) 0.362 
Lipstick     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.8 (0.012 - 234) - - - 
Daily 1.55 (0.017 - 5.7) 0.250 (-1.2 - 1.7) 0.733 
Several times a week 0.4 (0.012 - 14) -0.726 (-2.43 - 0.977) 0.400 
Sometimes in the month 1.2 (0.006 - 72.5) 0.445 (-0.946 - 1.84) 0.527 
Makeup     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.5 (0.006 - 166) - - - 
Daily 1.4 (0.017 - 14) 0.725 (-0.602 - 2.05) 0.281 
Several times a week 0.65 (0.012 - 234) 0.534 (-0.754 - 1.82) 0.413 
Sometimes in the month 1.5 (0.014 - 72.5) 0.762 (-0.431 - 1.96) 0.208 
* P-value ≤ 0.05. 
 











CI (95 %) 
P-
value 
Mother     
Number of children     
1 0.172 (0 - 230) - - - 











CI (95 %) 
P-
value 
2 0.188 (0.002 - 54) 0.149 (-1.06 - 1.36) 0.807 
3 or more 0.5 (0.065 - 8) 0.910 (-1.09 - 2.9) 0.368 
Age (years) - 0.0871 (-0.0392 - 0.213) 0.174 
Weight before pregnancy (kg) - -0.0607 (-0.115 - -0.00653) 0.028* 
Height (cm) - -0.0113 (-0.102 - 0.0796) 0.806 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.156 (-0.301 - -0.0107) 0.036* 
Diet during pregnancy     
Yes 0.172 (0.001 - 20) - - - 
No 0.196 (0 - 230) 0.689 (-0.979 - 2.36) 0.414 
Country of birth     
Spain 0.2 (0 - 230) - - - 
Foreign 0.091 (0.007 - 8) -0.346 (-2.02 - 1.33) 0.682 
Place of residence     
Urban 0.126 (0.001 - 230) - - - 
Rural 0.197 (0 - 11.2) 0.426 (-1.13 - 1.98) 0.589 
Education level     
Only primary school 0.109 (0.001 - 7.5) - - - 
Secundary school 0.126 (0 - 230) 0.954 (-1.12 - 3.03) 0.363 
University 0.3 (0.002 - 54) 1.140 (-0.659 - 2.95) 0.211 
Occupational status     
Employed 0.196 (0 - 230) - - - 
Unemployed 0.112 (0.003 - 33.5) 0.286 (-1.27 - 1.84) 0.716 
Time worked outside the home 
(years) 
- -0.0539 (-0.158 - 0.0503) 0.307 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.205 (0.001 - 230) - - - 
No 0.196 (0 - 54) 0.622 (-1.43 - 2.67) 0.549 
Breastfed     
Yes 0.25 (0 - 230) - - - 












CI (95 %) 
P-
value 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.09 (0.002 - 20) - - - 
1 or 2 days/week 0.5 (0.008 - 230) 1.170 (-0.771 - 3.11) 0.234 
Occasionally 0.194 (0 - 54) -0.504 (-2.14 - 1.14) 0.544 
Never 0.177 (0.002 - 54) -0.408 (-2.21 - 1.4) 0.654 
Smoker     
Yes 0.065 (0.015 - 20) - - - 
Ex-smoker 0.2 (0 - 230) 0.485 (-1.81 - 2.78) 0.675 
Never 0.196 (0.002 - 54) 0.497 (-1.75 - 2.75) 0.662 
Child     
Gestational age (weeks) - -0.365 (-0.87 - 0.139) 0.153 
Sex     
Boy 0.35 (0.008 - 230) - - - 
Girl 0.118 (0 - 54) -1.040 (-2.19 - 0.104) 0.074 




Height (cm) - 0.173 (-0.182 - 0.529) 0.334 
Cranial perimeter (cm) - 0.127 (-0.621 - 0.874) 0.733 
Food consumption by groups 
(g/month) 
    
eggs - 7.54·10-5 (-0.00175 - 0.0019) 0.935 



































CI (95 %) 
P-
value 




Pastries - -0.000463 (-9·10-4 - -2.59·10-5) 0.038* 








Packaged products (72h) - -0.00377 (-0.0744 - 0.0669) 0.916 
Cosmetics products     
Skin care     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.033 (0 - 7) - - - 
Daily 0.3 (0.001 - 230) 1.94 (0.591 - 3.3) 0.005* 
Several times a week 0.5 (0.004 - 54) 1.99 (0.269 - 3.71) 0.024* 
Sometimes in the month 4.521 (0.01 - 54) 2.73 (-0.206 - 5.67) 0.068 
Parfums     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.165 (0 - 54) - - - 
Daily 0.45 (0.002 - 230) 0.994 (-0.33 - 2.32) 0.139 
Several times a week 0.09 (0.004 - 54) -0.220 (-1.7 - 1.26) 0.768 
Sometimes in the month 0.121 (0.003 - 1.8) -0.719 (-3.62 - 2.18) 0.623 
Deodorants     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.035 (0.009 - 7) - - - 
Daily 0.3 (0 - 230) 1.1200 (-1.25 - 3.49) 0.350 
Several times a week 0.196 (0.002 - 0.9) 0.0482 (-3.34 - 3.44) 0.978 
Sun screen     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.198 (0 - 54) - - - 
Daily 0.158 (0.002 - 4.7) -0.596 (-2.19 - 0.998) 0.460 












CI (95 %) 
P-
value 
Sometimes in the month 0.025 (0.003 - 0.047) -2.880 (-6.86 - 1.1) 0.154 
Ocasionally 0.4 (0.008 - 54) 0.654 (-1.32 - 2.63) 0.513 
Hear colour     
Times/year - 0.0748 (-0.0634 - 0.213) 0.285 
Last application     
≤1 week 3 (0.003 - 10) - - - 
< 1 month 0.197 (0.014 - 11.2) -1.770 (-4.56 - 1.02) 0.210 
≥ 1 month, < 3 months 0.126 (0.002 - 230) -1.220 (-3.34 - 0.912) 0.260 
≥ 3 months 0.344 (0.033 - 6) -0.742 (-3.18 - 1.7) 0.547 
Never or before pregnancy  0.158 (0 - 20) -1.960 (-3.98 - 0.0594) 0.057 
Lipstick     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.176 (0 - 54) - - - 
Daily 0.3 (0.007 - 10) 0.943 (-0.904 - 2.79) 0.314 
Several times a week 0.031 (0.008 - 2) -0.860 (-3.03 - 1.31) 0.433 
Sometimes in the month 1.8 (0.003 - 230) 1.760 (-0.0139 - 3.53) 0.052 
Makeup     
Frecuency     
Never or before pregnancy  0.176 (0.001 - 54) - - - 
Daily 0.2 (0.003 - 39.3) 0.378 (-1.36 - 2.12) 0.668 
Several times a week 0.196 (0.008 - 7.5) 0.188 (-1.5 - 1.88) 0.825 
Sometimes in the month 0.5 (0 - 230) 0.787 (-0.778 - 2.35) 0.321 
* P-value 
